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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Skotniczny pt. ,,Bioréznorodnosé
bakterii kwasu miekowego izolowanych z tradycyjnych produktéw fermentowanych

oraz ocena ich wybranych cech technologicznych”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Magdaleny Skotniczny,
wykonana w Katedrze Technologii Fermentaciji i Mikrobiologii pod kierunkiem prof. dr hab.
inz. Pawla Satory, ma posta¢ monografii obejmujacej tacznie 157 stron, opracowanej bardzo
starannie i zgodnie z wymogami przyjetymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk
rolniczych, dyscyplinie technologia Zywnosci i Zywienia.

Bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid Bacteria, LAB) stanowig niejednorodna
filogenetycznie grupe bakterii Gram-dodatnich, wyodrebniong ze wzgledu na ich zdoino$¢ do
syntezy kwasu mlekowego podczas homo- Ilub hetero-fermentacji. Bakterie te sg
zroznicowane ze wzgledu na cechy morfologiczne, fizjologiczne, genetyczne. Ponadto,
charakteryzuje je réznorodnos¢ zasiedlanych srodowisk, co znajduje odzwierciedienie w
réznorodnych zdolno$ciach metabolicznych tych bakterii. Z tego powodu bakterie LAB sg
szeroko wykorzystywane w wielu dziedzinach, w tym w przemysle spozywczym, medycynie,
rolnictwie i srodowisku. Nie dziwi wigec, ze badania nad bakteriami LAB s3 intensywnie
prowadzone, skoro coraz dokladniejsze ich poznanie znajduje tak szerokie praktyczne i
naukowe implikacje. Niektére szczepy bakterii LAB stanowig bardzo wazny element
naturalnej mikrobioty ludzi i zwierzat, a z uwagi na ich profilaktyczne i terapeutyczne
dziatanie znalazly zastosowanie takze jako probiotyki. Prowadzone badania pozwalajg lepiej
zrozumie¢ mechanizmy dziatania probiotykéw, ich wplyw na odpornosé, prowadzg do
wyjasnienia podioza réznych choréb przewlektych. Niektére bakterie LAB majg zdolno$¢ do
wytwarzania substancji przeciwdrobnoustrojowych i stymulowania wzrostu roslin, co moze
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by¢ wykorzystane w ochronie roslin przed szkodnikami i chorobami oraz przyczyni¢ si¢ do
rozwijania ekologicznych metod ochrony roslin. Bakterie LAB mogg odgrywac role w
przenoszeniu gendw opornosci na inne mikroorganizmy przyczyniajgc sie do
rozprzestrzeniania lekooporno$ci wsréd bakterii. Zjawisko opornosci bakterii patogennych na
antybiotyki jest coraz bardziej problematyczne dlatego badania te moga pozwoli¢ na glebsze
rozumienie zjawiska i wspomaéc walke z problemem narastajgcej lekooporno$ci. Szczegdlne
zastosowanie bakterii LAB opiera sie na ich zdolnosci do fermentacji. Wykorzystanie bakterii
LAB moze przyczynic sie m. in. do rozwoju zréownowazonych i ekologicznych metod
produkcji biopaliw. Szczegdlne zastosowanie bakterie fermentacji mlekowej znajdujg w
przemysle spozywczym. Bakterie LAB sg kluczowe jako kultury starterowe do produkcji pasz
zwierzecych i zywnosci fermentowanej. Badania nad tymi drobnoustrojami pozwalajg
doskonali¢ procesy fermentacji, kontrolowa¢ jako$¢ i bezpieczenstwo zywnosci, a takze
rozwija¢ nowe i innowacyjne produkty. Pozgdane wiasciwosci bakterii LAB czesto sg
cechami szczepozaleznymi. Rozwdj wiasciwych mikroorganizméw jest niezbedny do
uzyskania smaku i aromatu charakterystycznego dla fermentowanego produktu. Z tego
powodu duzg wage przywigzuje sie do lgczenia istotnych technologicznie wtasciwosci z
konkretnym szczepem. To wiasnie w ten kierunek badan nad bakteriami LAB, wpisujg si¢
badania bioréznorodnoéci bakterii kwasu mlekowego izolowanych z tradycyjnych produktow
fermentowanych przedstawione w przediozonej do recenzji rozprawie doktorskiej. Podjetg w

pracy tematyke uwazam za w peini uzasadniong i wazng.

Celem pracy byta charakterystyka mikrobioty dwoéch tradycyjnych produktow
fermentowanych oraz izolacja, identyfikacjai charakterystyka dominujgcych w nich szczepow
LAB pod wzgledem wybranych cech technologicznych. Doktorantka precyzujac cel pracy
wymienita cele szczegétowe, ktére dobrze odzwierciedlajg porzadek przeprowadzonych
badan: 1. lzolacja bakterii fermentacji mlekowej z materialu poddanego spontanicznej
fermentacji, 2. Ocena bioréznorodnosci izolatéw LAB, 3. Identyfikacja szczepow LAB, 4.
Identyfikacja mikrobioty bakteryjnej badanych produktéw fermentowanych za pomocg metod
niehodowlanych (16S rRNA NGS), 5. Charakterystyka szczepéw pod wzgledem wybranych
cech technologicznych. Do czwartego celu mam matg uwage - chodzi raczej o jedng metode
wiec zastosowanie liczby mnogiej nie jest wiasciwe. Doktorantka postawita réwniez trzy tezy
badawcze. Moje zastrzezenie budzi niewystarczajaco precyzyjnie sformutowana pierwsza
teza: ,ldentyfikacja bakteri kwasu mlekowego wyizolowanych z réznych produktow
fermentowanych oparta m. in. o sekwencjonowanie DNA dostarczy informacji o
dominujacych gatunkach”. Nie wiadomo o jakie sekwencjonowanie DNA chodzi. Co prawda,
zastosowane w pracy sekwencjonowanie NGS, oparte o fragment V3-V4 genu 16S rRNA,
pozwala na uzyskanie informacji na temat sktadu iloSciowego bakteri, w tym bakterii



dominujgcych, ale nie na poziomie gatunku. Natomiast nie wszystkie gatunki wchodzgce w
sktad mikrobioty mozna wyhodowaé w laboratorium wiec zalozenie, Ze te, ktore uda sig
otrzymaé¢ w hodowli dadzg obraz gatunkéw dominujgcych nie jest poprawne. Doktorantka
postawita jeszcze dwie tezy: ,Bakterie kwasu mlekowego wyizolowane z tradycyjnych
produktéw fermentowanych, w zaleznosci od pochodzenia, wykazujg odmienne cechy
technologiczne” oraz ,Zdolno$¢ do produkcji réznych metabolitbw przez bakterie kwasu
mlekowego izolowane 2z tradycyjnych produktéw fermentowanych sg cechami

szczepozaleznymi”. Obie tezy nie budzg moich zastrzezen.

Do eksperymentéw Doktorantka wybrala dwa polskie tradycyjne produkty
fermentowane — kapuste kiszong i Bryndze Podhalanska. W przypadku kapusty badania
dotyczyly czterech odmian z réznych dni fermentacji (zmienne), natomiast badane bryndze
byly gotowym produktem i réznity sie producentem oraz datg produkcji. Doktorantka
wykazala, ze jeden biotyp bakterii LAB (biotyp 5) wystepowat u dwoch réznych odmian
kapusty, co wskazywaé moze na ich powigzania poprzez podobny obszar uprawy. Uwazam,
Ze uZyteczna bytaby wicksza wiedza na temat miejsca uprawy kapust czy ewentualnych
zabiegbw u zwierzat, od ktérych pochodzito mleko do produkciji badanych seréw, skoro ich
poczatkowe obcigzenie mikrobiologiczne moze mie¢ wptyw na skiad mikrobioty badanych

produktéw.

Metody badawcze wykorzystane w pracy zostaty wiasciwie dobrane i prawidiowo
zastosowane dla weryfikaciji postawionych tez. Doktorantka zastosowata metody klasyczne
(posiewy mikrobiologiczne na odpowiednie podioza oraz testy fermentacyjne) oraz metody
biologii molekularnej tj. PCR-RAPD dla typowania genetycznego, sekwencjonowanie genu
16S rRNA w celu identyfikacji gatunkowej uzyskanych izolatéw oraz sekwencjonownie nowej
generacji zmiennych regionéw V3-V4 genu 16S rRNA w celu analizy mikrobioty badanych
produktéw. Dla oznaczenia wybranych cech technologicznych Doktorantka zastosowata
metody chromatografii: HPLC RID dla oznaczenia zawarto$ci cukréw, HPLC dla oznaczenia
kwasow organicznych oraz HS-SPME-GS-MS dla oznaczenia zwigzkéw lotnych. Dla analiz

wynikéw zastosowata prawidiowo dobrane programy i metody statystyczne.

Ciekawi mnie wykorzystanie automatycznego systemu do izolacji kwasow
nukleinowych z seréw pozyskanych w 2016 roku. Czy ilos¢ izolatéw bakteryjnych
uzasadniala zastosowanie tej metody? Ponadto, moje zastrzeZzenia budzi niewystarczajgca
dokumentacja identyfikacji gatunkowej bakterii. Cho¢ uzyto powszechnie stosowang metode
identyfikacji z uzyciem uniwersalnych starteréw, a wielkosci produktéw amplifikacii
umieszczono w Tabeli 12, to jednak warto bytoby dotgczy¢ zdjecie zelu elektroforetycznego z
produktami amplifikacji. Dziwi mnie wysylanie do firmy, ktéra przeprowadzata identyfikacje
gatunkowa, probek zawierajacych koncowe stezenie matrycy wraz ze starterami (domyslam
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sie, ze chodzi o startery do sekwencjonowania). Im mniejsze stezenie wyizolowanego DNA
tym mniejsza jego stabilno$¢, natomiast startery dodaje sie bezposrednio przed reakcja.
Prosze o wyjasnienie. Brak réwniez dokumentaciji analizy sekwencji otrzymanych w wyniku
sekwencjonowania metodg Sangera z wykorzystaniem programu BLAST. Ciekawi mnie tez
dlaczego gatunkowo-specyficzng amplifikacje genu mutL wykonano dla wszystkich izolatow,
a nie tylko dla szczepéw potwierdzonych sekwencjonowaniem jako L. plantarum. Ponadto,
na zdjeciach zeli elektroforetycznych (Rysunek A1 i A2 Aneksu) brakuje markera mas DNA,
wzgledem ktérego powinna by¢ oceniana wielko$¢ otrzymanego produktu. Réwniez w
tekécie nie znajduje danych na temat wielkosci tego amplikonu, a jedynie w cytowanej
publikacii.

W rozdziatach 5.1.2 (Analiza ilosciowa LAB), 5.2 (Analiza mikrobiologiczna Bryndzy
Podhalanskiej) oraz w rozdziale 6 (Metodyka) brak jest wyczerpujgcych informacji na temat
posiewow mikrobiologicznych w celu okreslenia ilosci bakterii LAB w badanych prébach — z
jakich rozcienczen je wykonywano, w ilu powtérzeniach oraz z ilu i jakich plytek liczono
wyroste kolonie. Zakladam, Ze moje zastrzezenie wynikajg jedynie z niezbyt jasnego opisu
metodyki, a nie z niepoprawnego zastosowania metody. Doceniam jasno przedstawione
doktadne liczebnosci LAB wraz z wynikami analizy statystycznej zatgczone w Aneksie
(Tabele A1i A2 dla kapusty kiszonej i Tabele A3-A11 dla Bryndzy Podhalanskiej).

Aby zapobiec wzrostowi drozdzy, do pozywek na plytkach, na ktérych wysiewano
badane préby, slusznie dodawany byt cykloheksymid. Ciekawi mnie dlaczego w
eksperymentach kiszenia kapust nie dodawano czosnku lub chrzanu, jak zwykio sig
tradycyjnie robi¢ aby zahamowa¢ wzrost drobnoustrojéw patogennych.

Na szczegdine uznanie zastuguje wybér metody sekwencjonowania zmiennych
regiondéw V3-V4 genéw 16S rRNA (NGS) dla analizy mikrobioty zaréwno kapusty kiszonej
jak i Bryndzy Podhalanskiej. Badania mikrobioméw niezalezne od hodowli zyskujg na
popularnosci dzieki coraz bardziej dostepnej technice sekwencjonowania NGS. Cho¢ w
przedstawionej pracy nie wszystkie etapy metody NGS zostaty przeprowadzone przez
Doktorantke osobiscie, to jednak wybodr tej metody dla zweryfikowania postawionych w
rozprawie tez $wiadczy o znajomosci wspdiczesnych metod badawczych i mozliwosciach ich
wykorzystania. Doceniam bardzo przejrzyste przedstawienie wynikéw w Tabelach 14-17,
ktérych jednak nie sposéb bezposrednio poréwnaé z wynikami otrzymanymi metodami
opartymi o hodowle (Tab. 13). Trudno wigc zgodzi¢ sie ze zdaniem: ,Obecnos¢ wszystkich
tych rodzajéow bakteri w Bryndzy Podhalanskiej sg zgodne z wynikami analizy
mikrobiologicznej przeprowadzonej metodami hodowlanymi” (str. 87). We Wstepie, zamiast
opisu metodyki sekwencjonowania NGS (rozdziat 2.4.2) cenniejszym bylby przeglad
literaturowy na temat stosowania tej metody w badaniach mikrobioty produktow
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fermentowanych. Prosze wiec o krétkie przedstawienie wykorzystania metody NGS w
badaniach mikrobioty, szczegdlnie polskich produktéw fermentowanych, podczas publicznej
obrony.

Rozumiem, ze metoda PCR-RAPD byla wystarczajgca dla osiggnigcia zamierzonego
celu tj. ograniczenia izolatdw przeznaczonych do dalszych badan, a jej uzycie poparte jest
stosowaniem tej metody przez innych badaczy. Ciekawi mnie jednak czy istniejg inne,
alternatywne metody, np. o wiekszej powtarzalnosci, ktére mozna bytoby zastosowac dla

osiggniecia tego samego celu.

Generalnie, stosowane w pracy metody opisane sg w jasny, przejrzysty sposcb w
wiekszosci pozwalajgcy na ich odtworzenie. Nie mam zastrzezeh dotyczacych wyboru
zastosowanych metod i technik badawczych oraz programéw do opracowan statystycznych.
Ich wykorzystanie $wiadczy o opanowaniu przez Doktorantke bogatego warsztatu
metodycznego niezbednego w prowadzeniu badar nad bakteriami LAB.

Nieco razi uzywanie w pracy zaréwno nowej jak i starej klasyfikacji bakterii LAB.
Prawdopodobnie podyktowane jest to wcigz niezaktualizowanymi bazami danych, z ktérych
korzystano na etapie opracowywania wynikow. Warto jednak mie¢ na uwadze
zaktualizowanie nazewnictwa jesli bedzie taka mozliwos¢ przed przygotowywaniem

materiatéw do publikaciji.

Niewatpliwie uzyskane wyniki stanowig wymierng warto$¢ pracy. Doktorantka
sformulowata 6 wnioskéw, ktore przedstawiajg rezultaty przeprowadzonych badan w
odniesieniu do postawionych celdéw. Doktorantka stwierdzita m. in., ze odmiana kapusty ma
wplyw na przebieg fermentaciji, a tym samym na skiad iloSciowy i jakosciowy mikrobioty.
Stawia jednak podejrzenie, ze réwnie wazne sg mikroorganizmy zasiedlajgce warzywa.
Doktorantka wykazata, ktdre rodzaje bakteri dominujg w poszczegoinych odmianach
kapusty (Lactobacillus, Leuconostoc) oraz badanych serach (Lactococcus, Streptococcus).
Wskazata réowniez na konkretne gatunki bakterii w obrebie dominujgcych rodzajow, co
uwazam za nieuzasadnione poniewaz dane dotyczace identyfikacji gatunkowej pochodzg z
metod hodowlanych i wskazane gatunki nie muszg by¢ ani dominujgce ani najwazniejsze dla
procesu fermentacji badanego produktu. Doktorantka potwierdzila tezg, ze badane
wlasciwosci technologiczne bakterii sg szczepozalezne. Ponadto, wykazata, ze sposrod
badanych w pracy izolatéw, szczep L. plantarum k7, wyizolowany z kapusty kiszonej
wykazuje najwyzszy potencjat do wykorzystania jako kultura starterowa w roslinnym

przemysle fermentacyjnym.

Doktorantka zauwaza potrzebe dalszych badan. Czy rozwaza si¢ w nich dalsze

wykorzystanie metody sekwencjonowania NGS do badan mikrobioty w trakcie procesu



fermentaciji (kiszenia kapusty, dojrzewania seréw), analogicznie do wykonywanych w pracy
posiewéw bakterii z réznych dni fermentacji kapusty? A moze nie jest to szczegolnie
wartosciowa metoda w badaniach majacych na celu poszukiwanie szczepéw o cennych
wilasciwosciach technologicznych, jesli przeja¢ zatozenie, ze szczep taki powinien by¢
hodowlany?

Uktad pracy jest typowy dla prac eksperymentalinych. Wstep, liczacy 30 stron,
obejmuje charakterystyke, klasyfikacie oraz wybrane wiasciwoéci metaboliczne i
technologiczne bakteri LAB. Scharakteryzowane sg tu tez dwa produkty bedace
przedmiotem badan — kapusta kiszona i Bryndza Podhalanska. Swiadczy o doskonatej
znajomosci literatury przedmiotu, napisany jest w oparciu o whasciwie dobrane i poprawnie
cytowane pismiennictwo. Uwazam jednak, Zze dwa podrozdziaty Wstepu, rozdziat 2.4.1 (PCR
RAPD) oraz 2.4.2 (Sekwencjonowanie genu 16S rRNA) nalezatoby potgczy¢ z rozdzialem 6
(Metodyka), w ktérym ponownie te dwie metody opisane sg w podrozdziatach 6.3 i 6.4. Co
innego gdyby byt to literaturowy przeglad réznych metod stosowanych w badaniach LAB, a

nie tylko opis tych stosowanych w pracy.

Praca doktorska napisana jest tadnym jezykiem uzywanym w tekstach o charakterze
naukowym. Tytut rozprawy, cho¢ oddaje jej tres¢, uwzglednia tylko analizy wykonane
metodami opartymi o hodowle bakterii. Bogate pi$miennictwo (188 pozycji) jest cytowane
poprawnie i w wiekszoéci (ponad 65%) obejmuje prace z ostatnich 10 lat. Rozprawa zawiera
wykaz 33 skrétéw stosowanych w pracy oraz starannie wykonane ryciny (zwane rysunkami) i
tabele (odpowiednio 35 i 29), Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Aneks.
Rozdziat Wyniki i dyskusja napisany jest w sposéb éwiadczacy o wyczerpujacym zgtebieniu
tematu, duzej wiedzy Doktorantki oraz Jej umiejetnosciach w zakresie krytycznej interpretacii
wynikow. Doktorantka potaczyta przedstawienie wynikéw z obszerng dyskusjg, w ktdrej
wnikliwej analizie poddata wiasne rezultaty oraz odniosta je do wynikéw badan innych
autoréw. Z jednej strony obawiam sig, Zze wiasnie to polgczenie mogto skutkowac
niedostateczng dokumentacjg wynikéw. Z drugiej strony, umiejetno$¢ konfrontacji wynikow z
danymi literaturowymi przy réwnoczesnej prezentacji poszczegolnych analiz $wiadczy o
dojrzato$ci naukowej Doktorantki.

Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych btedéw jezykowych, ktére z obowigzku

recenzenta wymienie:

- zdanie: ,Gen 16S rRNA jest czeécig podjednostki 30S matego rybosomu” (str. 23) warto

zamienié na: ,Gen 16S rRNA jest cze$cig mniejszej podjednostki rybosomu”,

- w odniesieniu do kwasu nukleinowego poprawnym jest uzywanie przymiotnikow w formie
meskiej; rybosomalny RNA (str. 24), wyizolowany, metagenomowy DNA (str. 39),
oczyszczony DNA (str. 43),



- modyfikacja rysunku na str. 24 powinna réwniez obja¢ przetlumaczenie stowa ,base’,

- dla wyrazen ex novo czy in vitro (str. 113, 116) uzywa sig italiki, a wyrazy Gram-ujemne i
katalazo-dodatnie (str. 51, 71) powinny by¢ napisane z tgcznikiem,

- drobne bledy literowe czy interpunkcyjne znalezé mozna na stronach 37, 48, 60, 64, 71, a

niewtasciwg numeracje stron na niektérych stronach z tabelami,

- pierwsze zdanie rozdzialu 6.6 (str. 43) napisane jest jako kontynuacja tytutu rozdziatu, a

sformutowanie trzeciej tezy badawczej na str. 31 jest niepoprawne gramatycznie,
- wyniki PCR RAPD przedstawiono na Rysunkach 6-13, a nie 6-12 (str. 51).

Powyzsze niedociggniecia sg nieliczne, szczegdlnie przy tak obszernej rozprawie i
nie umniejszajg wartosci przedlozonej pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko. Uzyskane
rezultaty badan sg w pelni oryginalnymi osiggnigciami naukowymi o charakterze twérczym.
Wyrazy uznania kieruje nie tylko do Doktorantki ale i Promotora, prof. Pawla Satory.

Niniejszym stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca doktorska speinia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r., poz. 1852 z p6zn. zm.) oraz ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien
naukowy doktora. Z petnym przekonaniem wnosze wiec do Rady Dyscypliny technologii
zywnoséci i Zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolgtaja w Krakowie o
dopuszczenie pani mgr inz. Magdaleny Skotniczny do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Dr hab. n. med. inz. Anna ZaczeK, prof. UR



