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Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Instytut Nauk o Zywno$ci SGGW w Warszawie

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowskiej

pt.: , Wplyw mikroorganizméw wyizolowanych z kapusty w trakcie kiszenia
na poziom amin biogennych”

wykonanej w Katedrze Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie

Promotor: Prof. dr hab. inz. Pawet Satora

Ocena formalna pracy

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej jej Autorka - mgr inz.
Weronika Piechowicz-Brzozowska zastosowala uklad typowy dla prac

naukowych o charakterze empirycznym.

Szkota Gléwna Gospodarstwa  Praca obejmuje 149 numerowanych stron maszynopisu, na ktérych zawarto tresci
Wiejskiego w Warszawie

uporzadkowane w kolejnych rozdziatach. Spis tresci, wstep oraz przeglad
Instytut Nauk o Zywnosci
Katedra Biotechnologii i literatury opracowano na 23 stronach (w tym 9 rysunkéw). Cel pracy, hipotezy
Mikrobiologii Zywnosci

badawcze oraz materiaty i metody omodwiono na 18 stronach (w tym 5 tabel).
02-776 Warszawa
uf, NowFsyHowsks 1596 Wyniki badan i dyskusje przedstawiono na kolejnych 68 stronach, gdzie oprocz
Telefon 22-59-376-81
kbmz@sggw.edu.pl
www.sggw.edu.pl

tekstu zamieszczono 11 tabel i 15 rysunkéw ilustrujacych wyniki badan. Na
podsumowanie oraz wnioski przeznaczono 4 niepeine strony. Kolejne 4 strony
zajely streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim. Wykaz literatury
przedstawiono na 13 stronach. Obejmuje on 145 pozycji i 3 zrédia internetowe,
z czego 127 (87%) obcojezyczne. Sposroéd zamieszczonej literatury 94 pozycje
(61%) pochodza z lat 2014-2023. Ostatnie 15 stron pracy stanowit aneks, w

ktérym zamieszczono 59 tabel zawierajacych wyniki analiz statystycznych.
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Przedstawiony uklad pracy jest spojny i na og6t przejrzysty. Najobszerniejsza czgs¢
pracy stanowi rozdzial wyniki i dyskusja, w ktérym szczegétowo zaprezentowano wyniki z

kolejnych etapow badan powiazanych ze soba w logiczna calos¢.

Jako cel pracy mgr inz. Weronika Piechowicz-Brzozowska przyjeta zbadanie
wplywu szczepoéw drozdzy i bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kapusty w
trakcie kiszenia, na zawarto$¢ amin biogennych w koncowym produkcie oraz ewentualne
wykorzystanie wybranych mikroorganizméw do zmniejszenia poziomu BA w kapuscie
kiszonej. Cel pracy sformutowano w sposob klarowny, odzwierciedlajacy zadania badawcze
podjete przez Doktorantke w czgsci doswiadczalnej. Za pozytywne uwazam postawienie
hipotez badawczych do ktérych Doktorantka odnosita si¢ w dyskusji. Uzyskane wyniki,
poddane zaawansowanej analizie statystycznej pozwolily potwierdzi¢ wszystkie przyjete

hipotezy badawcze.

Zakres pracy, chociaz byl niezwykle obszerny, zostal zrealizowany w catosci,
zgodnie z podanymi przez Autorke logicznie nastepujacymi po sobie etapami. Realizacja
tak szeroko zakrojonego programu badan wymagata od mgr inz. Weroniki Piechowicz-
Brzozowskiej doskonalego przygotowania teoretycznego do eksperymentalnej pracy
badawczej zarowno w dziedzinie mikrobiologii, biotechnologii jak i chemii, a zwlaszcza w
zakresie instrumentalnych metod analizy chemicznej, umiejgtnosci wlasciwej organizacji

badan oraz krytycznej oceny uzyskanych wynikow i ich wlasciwej interpretacji.

W podsumowaniu strony formalnej pracy stwierdzam, ze tytul pracy ,,Wplyw
mikroorganizméw wyizolowanych z kapusty w trakcie kiszenia na poziom amin

biogennych” w pelni oddaje jej tres¢.

Ocena szczegdélowa pracy

Aminy biogenne sg to niskoczasteczkowe zwiazki, ktére wystepujac naturalnie w
organizmach zywych (aminy endogenne) odpowiadaja miedzy innym za regulacje
temperatury ciata, wydzielania kwaséw zotadkowych, réznicowanie i wzrost komoérek czy
reakcje immunologiczne. Aminy dostarczane z pozywieniem okreSlane s mianem
egzogennych amin biogennych. W organizmie ludzkim ulegaja one detoksykacji w jelicie
cienkim pod wplywem enzyméw, gléwnie monoaminooksydaz (MAO) i diaminooksydaz

(DAO). Nadmierne spozycie amin biogennych moze by¢ przyczyng zatrué¢ pokarmowych
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i wywotywaé niepozadane efekty. [1os¢ amin biogennych, ktéra skutkuje niekorzystnymi
objawami jest kwestig indywidualng i waha sie w granicach od kilku mg-kg' u oséb
wrazliwych do kilkuset mg-kg™ u 0séb zdrowych. Rozbieznosci te powoduja trudnosci w
ustaleniu limitdw zawartosci amin biogennych w zywnosci. W zwigzku z tym konieczne
jest monitorowanie sktadu i ilosci amin w produktach spozywczych. Wysokg zawartoscia
amin biogennych, poza rybami i przetworami rybnymi, charakteryzujg si¢ produkty
powstate na skutek procesu fermentacji, takie jak alkohole, sery czy kiszone warzywa.
Proces fermentacji opiera si¢ na aktywnosci mikrobiologicznej gltéwnie bakterii kwasu
mlekowego (LAB). Wiele szczepéw nalezacych do tej grupy wyposazone jest w zestaw
dekarboksylaz, enzymdéw odpowiedzialnych za przemiang aminokwaséw w aminy
biogenne. Histydyna, ornityna, tryptofan, tyrozyna i lizyna sg przeksztalcane odpowiednio
w histaming, putrescyne, tryptamine, tyramine i kadaweryne. Na zawartos¢ amin
biogennych w produktach fermentowanych takich jak kiszona kapusta ma wplyw wiele
czynnikow, dlatego kontrola formowania tych zwigzkéw jest niezwykle trudna. Konieczne
jest poszukiwémie rozwigzan, ktére umozliwig ograniczenie powstawania amin biogennych
w procesie fermentacji. Te kwestie staly si¢ przedmiotem badan podjetych w rozprawie
doktorskiej mgr inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowskiej. W opinii recenzenta cel badawczy
niniejszej dysertacji, dotyczacy okreslenia wptywu szczepdw drozdzy i bakterii fermentacji
mlekowej na zawarto$¢ amin biogennych w kapuscie kiszonej jest istotny dla technologii,
mikrobiologii oraz bezpieczenistwa zywnosci. Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera
szereg elementéw nowosci naukowe;j i stanowi bardzo uzyteczny wkiad do wiedzy na temat

fermentacji i produkcji kiszonej kapusty.

W czesei teoretycznej przedstawiono dane dotyczace produkcji kiszonej kapusty w
Polsce, uwzgledniajgc okres od 2004 do 2017 roku. Zdaniem recenzenta Autorka powinna
znalez¢ bardziej aktualne informacje. Nastgpnie do$¢ ogdlnie oméwiono proces produkeji
kiszonej kapusty zamieszczajac w tej czesci schemat blokowy. W mojej opinii w tym
punkcie zabraklo informacji na temat ztozonos$ci tego procesu ze szczegdlnym wskazaniem
wplywu na przebieg fermentacji wielu technologicznych parametréw np. rodzaju naczynia,
stopnia zasolenia itp. W kolejnych rozdziatach Autorka scharakteryzowata bakterie
fermentacji mlekowej oraz drozdze ze szczegélnym podkresleniem ich znaczenia w
produkcji kiszonek. W ostatniej czgsci przegladu literatury Doktorantka scharakteryzowata

aminy biogenne, zwracajac uwage na ich toksycznos¢ oraz wystepowanie w zywnosci np.
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strukturalnych: histaminy, tryptaminy, tyraminy, kadaweryny i putrescyny, do ktérych
zabraklo powolania w tekscie i nie zostaly one w zaden sposéb skomentowane. W tej
sytuacji odnosi si¢ wrazenie, ze ich rola polega na zwigkszeniu objetosci czgéei teoretycznej

pracy.

Zdaniem recenzenta treSci zawarte w teoretycznej czgsci pracy swiadcza o dobrym
przygotowaniu mgr inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowskiej do realizacji etapu
doswiadczalnego, a przeglad literatury (aczkolwiek niezbyt obszerny) jest adekwatny do

wykonywanych badan przedstawionych w dalszej czgsci rozprawy.

W rozdziale ,,Materialy i metody” Doktorantka zestawila w tabelach wykorzystane
w badaniach aminokwasy oraz aminy biogenne (tab. 1), badane szczepy bakterii fermentacji
mlekowej (tab. 2) oraz szczepy drozdzy (tab. 3). Ponadto zamiescita wykaz i
charakterystyke badanych odmian kapusty (tab. 4), a nastepnie wykaz uzytych na kolejnych
etapach badan podlozy mikrobiologicznych (tab. 5) oraz aparatury badawczej. Czesé
doswiadczalna zostata podzielona na trzy etapy. Etap 1 obejmowatl badania wyizolowanych
z procesu kiszenia kapusty bakterii fermentacji mlekowej wzgledem ich zdolnosci do
syntezy amin biogennych. Etap 2 dotyczy! redukceji poziomu amin biogennych z udziatem
drozdzy wyizolowanych z procesu kiszenia. Etap 3 polegal na wykorzystaniu wybranych
kultur drozdzowych do redukcji zawartosci amin biogennych podczas kiszenia kapusty. W
celu realizacji poszczegdlnych etapéw badan Doktorantka wykorzystata wiarygodne
metody z zakresu diagnostyki mikrobiologicznej oraz nowoczesne metody analityczne takie
jak oznaczenie zawartosci amin biogennych, cukréw i kwaséw organicznych metodg HPLC
oraz analize zwigzkéw lotnych metoda SPMNE-GC-TOFMS. Niedopatrzeniem wydaje si¢
by¢ brak odnosnikow literaturowych do uzytych metod chromatograficznych. Nie sagdze, aby
to byly opracowania autorskie. Wszystkie eksperymenty prowadzono w trzech
powtérzeniach, a wyniki przedstawiono jako S$rednie arytmetyczne z zaznaczonymi
odchyleniami standardowymi. W interpretacji wynikéw pomocna byta analiza wariancji, test

post hoc Tukey’a oraz analiza gléwnych sktadowych PCA.

Zdaniem Recenzenta dobor metod badawczych byt wiasciwy do zadan jakie
wyznaczyla sobie Doktorantka w czesci do$wiadczalnej. Stosowanie tak réznorodnych
metod biologicznych i zaawansowanych technik chromatograficznych wymagato od mgr
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inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowskiej wszechstronnego przygotowania z zakresu
mikrobiologii, biochemii i analizy instrumentalnej, czemu data wyraz w dalszej czesci

recenzowanej rozprawy.

Rozdziat 6 poswiecony wynikom i dyskusji zawiera bardzo obszerng dokumentacje
rezultatéw kolejno przeprowadzonych eksperymentéw. Pierwszy etap badan postuzyl
Autorce do sprawdzenia potencjatu bakterii fermentacji mlekowej do wytwarzania amin
biogennych. W wyniku przeprowadzonych analiz z uzyciem testu plytkowego z purpurg
bromokrezolowg jako wskaznikiem zmiany pH z 57 szczepéw bakterii wytypowano 25
potencjalnie wytwarzajacych aminy biogenne. Stwierdzono takze, ze izolaty Leuconostoc
mesenteroides nie produkowaly badanych BA. Poza skriningiem szczepéw bakterii kwasu
mlekowego Autorka zbadata stopienn wykorzystania aminokwaséw i tworzenie amin
biogennych w takcie wzrostu w podtozach modelowych. Na tej podstawie wykazata, ze 11
szczepdw odznaczato si¢ niewielka produkeja histaminy. Kadaweryna zostata wytworzona
w 18 prébkach, 9 izolatéw LAB wyprodukowalo tyramine, 7 putrescyne oraz zaden badany
szczep nie wytworzy! tryptaminy.

W nastepnym etapie mgr inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowska sprawdzita czy
wyizolowane z procesu kiszenia kapusty szczepy drozdzy moga zmniejsza¢ ilos¢ amin
biogennych. Doktorantka wykazata, ze wszystkie z nich odznaczaly sie takg zdolnoscia.
Watpliwos¢ recenzenta budzi koncepcja wytypowania do dalszych badan 7 szczepdéw z
wykluczeniem dwéch (Candida sake 9 oraz Debaryomyces hansenii 22), ktére réwniez
charaktefyzowaiy sie duzym potencjatem redukcji amin biogennych. Na przykfad zgodnie z
wynikami przedstawionymi w tabeli 12 szczep Debaryomyces hansenii 22 tryptaming
zuzywal w 100%, a putrescyne w 98,1%. W recenzowanej rozprawie nie znalazto sig
wytlumaczenie dlaczego z niego zrezygnowano. W tym miejscu nasuwa si¢ jeszcze pytanie,
czy na zrdznicowany stopien redukcji amin biogennych przez poszczegdlne szczepy

drozdzy nie mial wptywu brak standaryzacji liczby komoérek jako materialu wsiewnego?

W dalszej czesci badan analizowano przebieg fermentacji podczas kiszenia kapusty

z dodatkiem amin biogennych i z udzialem wytypowanych siedmiu szczepéw drozdzy.

Autorka potwierdzita potencjal badanych szczepdw oraz wskazata dwa szczepy (Clavispora

lusitaniae 16 1 Debaryomyces hansenii 17) charakteryzujace si¢ najwyzszym stopniem

utylizacji BA, bez wplywu na charakterystyke otrzymanego produktu. W ostatnim
5
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doswiadczeniu przeprowadzono badanie wptywu odmiany kapusty (Galaxy, Ambrosia oraz
Kamienna Glowa) i dodatku wybranych kultur drozdzy na zawartos¢ amin biogennych w
kiszonej kapuscie. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz przeprowadzonej analizy
glownych sktadowych PCA Doktorantka wykazata, ze wplyw na zawarto$¢ amin
biogennych w koncowym produkcie ma zaréwno wykorzystana odmiana kapusty, jak
réwniez uzyte do jej odfermentowania drozdze. Interesujace i wartosciowe sg tez wyniki
identyfikacji i oznaczen wielu zwiazkéw lotnych, ktore determinujg cechy sensoryczne
koncowego produktu. W badanych prébach Autorka oznaczyla zawartos¢: alkoholi (15
zwigzkow), estrow (19 zwiazkow), ketondw (2 zwiazki), kwaséw (3 zwigzki), fenoli (2
zwigzki), nitryli (5 zwigzkéw), zwiazkoéw karbonylowych (4 zwiazki) oraz zwiagzkéw siarki
(7 zwigzkoéw). Ponadto Doktorantka stwierdzita, ze odfermentowanie nastawdéw kapusty z
dodatkiem drozdzy nie wptywa znaczaco na profil tych zwigzkoéw, a kluczowe znaczenie
ma odmiana wykorzystanej kapusty. W tym miejscu w toku dyskusji rezultatéw badan
nalezaloby wspomnieé¢ o zaleznosci od czynnikéw agrotechnicznych. Powstaje takze
pytanie, czy Autorka widzi perspektywe wykorzystania tych wynikow w celu profilowania

cech smakowo-zapachowych produktu koncowego.

Pani mgr inz. Weronika Piechowicz-Brzozowska w sposob wnikliwy podsumowata
efekty badan, a dyskusja wynikéw przeprowadzona zostala w konfrontacji danych

literaturowych z wynikami badan wlasnych.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka sformulowala 7 oryginalnych
spostrzezen i wnioskow. W opinii recenzenta sa one prawidlowe, oparte o rezultaty uzyskane
w czesci doswiadczalnej, wolne od nieistotnych szczegélow i zawierajace najwazniejsze

konkluzje wynikajace z tresci pracy.

Z obowiazku recenzenta pragne jeszcze zwrdci¢ uwage na pewne niedociggnigcia

i niejasnosci formalne:

1. W punktach 5.4.2 oraz 5.4.3, ktore dotyczyly kolejno: badania wptywu wybranych
izolatow bakterii kwasu mlekowego pochodzacych z kiszonej kapusty na tworzenie
amin biogennych oraz badania zdolnosci drozdzy do wykorzystania amin
biogennych w podiozu modelowym YNB z ich dodatkiem, powinna by¢

przeprowadzona standaryzacja inokulum.
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2. W punkcie 5.4.6. nie wyjasniono w jaki sposob ustalano poziom drozdzy, aby
wynosil on 108 komérek/kg.

Na rysunku 20 prawidlowa nazwa osi rzednych powinna brzmie¢ ,,Ubytek masy

W

fermentujacej kapusty [%]”, zamiast ,,Masa fermentujacej kapusty [%]”

4. Nieliczne btedy edytorskie np. literéwki na stronach 78, 103, 113, brak kursywy —
str. 126, (p.70), str. 130 (p.120), sporadycznie bledy stylistyczne np. na stronie 42 -
ostatni akapit: ,,wskaznik ten obliczono jako stosunek ilosci drobnoustrojéw w dniu
zaszczepienia do liczebnosei w ostatnim dniu hodowli” wymaga przeredagowania,
poniewaz okreslenie ilo$¢ wuzywamy w odniesieniu do rzeczownik6w
niepoliczalnych, natomiast liczba powinna by¢ uzywana przy rzeczownikach
policzalnych.

5. Przy wykazie zrodel internetowych powinna by¢ zamieszczona data ich pobrania.

Niniejsze uwagi zupelnie nie umniejszaja wartosci rozprawy jako catosci. Prace oceniam
zdecydowanie pozytywnie, majac jednoczesnie nadzieje, ze moje sugestie beda uzyteczne

przy planowaniu kolejnych eksperymentoéw oraz opracowaniu publikacji.

Podsumowanie

Recenzowana praca doktorska mgr inz. Weroniki Piechowicz-Brzozowskiej pt.:
,»Wplyw mikroorganizméw wyizolowanych z kapusty w trakcie kiszenia na poziom
amin biogennych” stanowi istotny wklad w rozszerzenie wiedzy na temat mozliwosci
wykorzystania drozdzy w technologii produkcji kiszonej kapusty. W sposéb szczegdlny
podkreslam bardzo szeroki zakres pracy i jej wielowatkowos¢, co niewatpliwie wymagato
bardzo dobrego opanowania warsztatu badawczego 1 przygotowania teoretycznego

Doktorantki.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska prezentuje ponadprzecigtne walory,
gléwnie ze wzgledu na poziom merytoryczny badan oraz ciekawe opracowanie wynikoéw
do$wiadczen. Uznanie budzi zaréwno logiczna sekwencja badan bardzo ztozonego modelu
doswiadczalnego, jak i dociekliwo$¢ naukowa Doktorantki. Ponadto rezultaty
przeprowadzonych badan odznaczaja si¢ wysokim potencjatem aplikacyjnym i powinny by¢

wykorzystane w praktyce przemystowe;.
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Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Weroniki
Piechowicz-Brzozowskiej spelnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytulach w zakresie sztuki i wnioskuje¢ o dopuszczenie jej Autorki do publicznej obrony
oraz dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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