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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Zylinskiej pt. ,Charakterystyka
funkcjonalna i wykorzystanie technologiczne dzikich szczep6w bakterii
fermentacji mlekowej”, asystentki w Zakladzie Biotechnologii Mleka,
Wydzialu Nauk o Zywnosci SGGW w Warszawie

Bakterie fermentacji mlekowej wchodza w sklad mikrobiomu wielu
ekosystemow. Dotychczasowe dane na temat mikrobiomu pochodzily gléwnie z
badan opartych o izolacje ifenotypows identyfikacje drobnoustrojéw. Wprowadzenie
metod genotypowych, w tym analizy sekwencji regionu 16S rRNA wykazalo, ze od 20
do 60% drobnoustrojéw skladajacych sie na mikrobiom czlowieka i zwierzat nie
hoduje si¢ in vitro. = Badania nad mikrobiomem réznych nisz ekologicznych,
niewatpliwie przyczyniaja sie do lepszego zrozumienia znaczenia drobnoustrojow
autochtonicznych w poszczegolnych Srodowiskach. Jednoczesnie po wyizolowaniu i
scharakteryzowaniu, poszczegélne szczepy lub ich konsorcja moga byé
wykorzystywane w procesach fermentacyjnych. Najlepszym tego przykladem sa
bakterie fermentacji mlekowej, ktore znajduja liczne zastosowania w produkeji
fermentowanej Zywnosci i pasz. Rozwdj biologii molekularnej, a takie postep w
tradycyjnych technikach mikrobiologicznych, stwarza mozliwoéei pozyskiwania
nowych, interesujacych z punku widzenia technologicznego, prozdrowotnego czy
sensorycznego szczepow bakterii fermentacji mlekowej, pochodzacych z lokalnych
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ekosystemoéw. Tego typu szczepy moga mieé korzystniejsze cechy probiotyczne dla
lokalnej spolecznoéci, niz szczepy pochodzace z odleglych regionéw. Z kolei dobrze
skonstruowane konsorcja bakterii startowych moga byé Kkorzystniejsze z
technologicznego punktu widzenia dla koricowego produktu niz stosowane
dotychczas szczepy drobnoustrojéw. Dlatego prace nad poszukiwaniem nowych
szezepow, ich charakterystyka oraz aplikacja, w tym bakterii fermentacji mlekowej,

znajduja pelne uzasadnienie.

W ocenianej rozprawie Doktorantka przyjeta dwie hipotezy badawcze, ktére
zakladajg, Ze mleko pochodzace z réinych regionéw Polski zawiera bakterie
fermentacji mlekowej o szerokim spektrum wlasciwoséci funkcjonalnych, a w zwigzku
z tym mogg one znaleZ¢ zastosowanie jako kultura starterowa w produkeji serow
twarogowych. Badania realizowano w dziesieciu logicznie nastepujacych po sobie
etapach, poczawszy od poboru prébek mleka, izolacji i charakterystyce szczepow,
otrzymywania sera twarogowego w skali laboratoryjnej i poltechnicznej, koficzac na
badaniu potencjalu metabolicznego wybranych szczepow.

Rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. inz. Malgorzaty
Ziarno, prof. SGGW w Warszawie, a promotorem pomocniczym byla dr Magdalena
Kowalczyk z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Doktorantka miala
znakomitych konsultantéw, specjalizujacych sie w badaniach nad bakteriami
fermentacji mlekowej tj. prof. dr hab. Jacka Bardowskiego i dr hab. Piotra
Kolakowskiego, co mialo niewatpliwie wplyw na wysoki poziom naukowy
prowadzonych prac badawczych. Ponadto, nalezy zwrdci¢ uwage , ze opublikowanie
rozprawy doktorskiej poprzedzily liczne prace naukowe, ktérych wspélautorem byla
mgr inz. Zylinska, w tym 8 prac w czasopismach z Impact factor, o lacznej sumie
IF=18,607 i lacznej liczbie punktow MNiSW = 233 oraz 4 publikacje w czasopismach
znajdujacych sie na liscie B MNiSzW.

Oceniana rozprawa jest opracowaniem obszernym, zamieszczonym na 210
stronach z Kklasycznym ukladem poszczegdlnych rozdzialéw. Pierwsza cze$é, to
krétkie wprowadzenie w temat rozprawy, a dalej przeglad aktualnego stanu wiedzy
dotyczacego tematu rozprawy, sformulowanie celu i zakresu pracy, opis materialow i
metod badawezych, omowienie wynikéw i ich dyskusja oraz podsumowanie i wnioski.
Na material faktograficzny dobrze dokumentujacy przebieg poszezegdlnych
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eksperymentow, skladaja sie 22 tabele i 48 rysunkéw. W pracy cytowane sg 282
pozycje piSmiennictwa, w tym ponad 90% to prace anglojezyczne, waine dla
podjetej tematyki badawczej.

Przeglad pi$miennictwa sklada sie z 5 podrozdzialéw. W pierwszym z nich Autorka
charakteryzuje bakterie fermentacji mlekowej (LAB), koncentrujac sie na
metabolizmie sacharydéw i cytrynianéw oraz enzymach proteolitycznych i lipazach.
W dalszej czesei omawia aktualny stan wiedzy dotyczacy mechanizméw opornoéei na
bakteriofagi oraz charakteryzuje wlasciwoéci probiotyczne bakterii fermentacji
mlekowej. W kolejnym podrozdziale omawia klasyfikacje i metody identyfikacji LAB,
a nastepnie przedstawia znaczenie i zastosowanie LAB w biotechnologii i przemysle
spozywczym. Koficowe dwa rozdzialy dotyczace mikroflory surowego mleka krowiego,
koziego i owczego oraz opisu technologii seréw twarogowych dobrze przygotowuja
czytelnika do czesci eksperymentalnej pracy.

Przeglad piSmiennictwa oparty zostal o aktualne i wazne publikacje dotyczace
tematyki zawartej w eksperymentalnej czeéci pracy. Zakres przegladu jak i dobér
treSci w poszezegblnych podrozdzialach jest trafny, merytorycznie uzasadniony.
Przeglad zagadnienh zwigzanych z tematyka badan jest opracowany bardzo starannie i
wskazuje na bieZzace analizowanie przez Doktorantke piémiennictwa naukowego z

zakresu rozprawy doktorskiej.

W rozdziale ,Material i metodyka pracy” Doktorantka w pierwszej kolejnosci
opisala material badawczy wykorzystywany w do$wiadczeniach oraz wymienila
aparature zastosowang w poszczegolnych eksperymentach. Nastepnie Autorka
przedstawila metodyke pracy, opisujac na ogbdl doéé precyzyjnie poszczegdlne
eksperymenty. W dwoch przypadkach tj pkt. 3.2.6.4 oraz 3.2.8.2 opisy sa lakoniczne.
W pierwszym przypadku dotyczacym badan opornoéei na bakteriofagi przemyslowe
podano, iZ oznaczenie wykonano w pracowni bakteriofagdbw, obecnie nie istniejacego
Zakladu Danisco Biolacta Olsztyn. Brak odnosnika literaturowego dotyczacego
Zrédla metodyki badari, uniemozliwia odniesienie sie do niej. W drugim przypadku
dotyczacym analizy fizykochemicznej sera kwasowego, oznaczenia wykonano w
akredytowanym laboratorium Silliker Polska w Warszawie, takze nie informujac o
zastosowanych metodach np. oznaczania witamin, kwasow tluszczowych, czy makro i
mikroelementéw. Tym niemniej nalezy stwierdzié, ze dobér opisanych metod
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analitycznych byl prawidlowy i w duzej mierze zgodny z tymi, z ktérych korzystali
takze inni badacze prowadzacy podobne badania, co Doktorantka. Cze$é uzyskanych
wynikéw poddano analizie statystycznej, celem oceny istotnoéci zréznicowania

wyznaczonych wielkosci.

Kolejny rozdzial rozprawy doktorskiej laczy wyniki badan z ich oméwieniem
oraz dyskusja, co na ogél negatywnie odbija sie na swobodzie i zakresie dyskusji.
Omowienie wynikow badan Doktorantka rozpoczyna od opisu pozyskania prébek
surowego mleka, a nastepnie izolacji szczep6w pod katem czterech rodzajéw bakterii
fermentacji mlekowej. W sumie pozyskano 207 szczepéw nalezacych do rodzajow;
Lactococeus, Lactobacillus, Leuconostoc lub Pediococcus. Przynaleznosé rodzajowa
badanych szczepow okreslono na podstawie analizy fragmentow zamplifikownych na
matrycy genomowej DNA. Wsrod zgromadzonej kolekeji szczepéw dominowal rodzaj
Lactococcus, ze 124 szczepami oraz Lactobacillus, do tego rodzaju zaliczono 78
szczepOw. Jest rzecz interesujaca i zastanawiajaca, ze z mleka krowiego wyizolowano
12 gatunkéw LAB, z mleka koziego 6 gatunkéw, a z mleka owezego tylko 3 gatunki,
nalezace do w/w rodzajéow LAB. Wainy wniosek z tego etapu badan, pochodzi z
analizy biordéznorodnosci szczepow LAB, wyizolowanych z réznych regionéw Polski.
Stwierdzono zréznicowanie w profilach genomowych DNA szczepow nalezacych do
tego samego gatunku, w tym w liczbie i rodzaju plazmidéw pomiedzy poszczegdlnymi
regionami. Ta bioréznorodno$é znalazla swoje odzwierciedlenie w wynikach badan
wlasciwosci metabolicznych szczepéw LAB, nalezacych do czterech badanych
rodzajow. Zdolnosci do wykorzystywania réznych Zrédet wegla przez badane szczepy
badano wykorzystujac test API 50CHL. Najwiecej Zrodel wegla wykorzystywal rodzaj
Lactobacillus, w szczeg6lnosci gatunki L. plantarum i L. casei , a nastepnie rodzaj
Lactococcus, w szczegolnosci gatunek L. lactis subsp. lactis. Znacznie ubozszy
potencjal w metabolizowaniu sacharydéw mial rodzaj Leuconostoc i Pediococcus. Te
informacje majg istotne znacznie w praktycznym wykorzystaniu poszczegélnych
szczepow i gatunkéw w procesach technologicznych. W tym miejscu nalezy zwrécié
uwage choéby na fakt, ze 7% szczepéw gatunku L. lactis subsp. lactis  nie
wykazywalo zdolnoéci do fermentacji laktozy, podstawowego sacharydu mleka.
Zblizong wartoéé do w/w otrzymano dla rodzaju Lactobacillus.



Enzymy hydrolityczne wytwarzane przez bakterie fermentacji mlekowej maja
istotny wplyw na przebieg wielu proceséw zachodzacych w produktach mleczarskich,
w szczegblnosel serach dojrzewajacych, a jednoczeénie mogg stanowié istotny element
w charakterystyce poszczegblnych szczepéw bakterii. W stosunku do badanych
szczepOw okreSlono aktywnoéci 19 enzyméw hydrolitycznych z wykorzystaniem testu
API ZYM firmy BioMerieux (Francja). Pelnym kompleksem enzymow
charakteryzowal sie gatunek Lactobacillus plantarum, za§ nieco mniejszym
Lactococcus lactis.subsp. lactis. Z kolei najnizszym spektrum enzymatycznym
charakteryzowaly sie gatunki Lactococcus raffinolactis i Lactobacillus curvatus.
Nalezy jednak zwrécié uwage na pewne ograniczenia w/w testu i tak np.
zdecydowana wiekszo$¢ szczepow nie dala pozytywnego wyniku w teécie na trypsyne i
a-chymotrypsyne, co moze sugerowaé brak aktywnoséci proteolitycznej u badanych
szezepdw, co wydaje sie malo prawdopodobne. Podobna uwage mozna mie¢ do
omawianego w pracy gatunku L. rafinolactis, ktérego szczep badany w ocenianej
pracy nie dal pozytywnego wyniku podczas badafi na obecnosé enzymu -
galaktozydazy, a z kolei temu gatunkowi przypisuje sie uzdolnienia do degradacji

rafinozy. Tego typu zastrzezen jest o wiele wiecej.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka dokonala oceny zawartosci plazmidow w
komérkach badanych szczepéw. Stwierdzila, ze wszystkie badane szczepy posiadaly
plazmidy, a obrazy elektroforetyczne plazmidow przedstawila dla ponad 20 szczepow.
Nastepnie Doktorantka oceniala zdolnosci antagonistyczne badanych szczepéw. Tylko
23 z nich wykazalo zdolnoé¢é hamowania wzrostu szezepu referencyjnego, wrazliwego
na dzialanie bakteriocyn.

W nastepnym podrozdziale rozprawy doktorskiej mgr inz. Zylifiska przedstawila i
omoéwila wyniki badan dotyczgce cech technologicznych wybranych szczepéw
bakterii fermentacji mlekowej. Ocenila 11 szczepéw biorac pod uwage; szybkoéé
ukwaszania mleka, strukture powstalego skrzepu i wyglad wydzielonej serwatki,
opornosé na bakteriofagi przemyslowe, profil aromatyczny, zdolnoéé do wytwarzania
gazu i unoszenia skrzepu, test na koegzystencje oraz ocene organoleptyczng skrzepu.
Na podstawie tych parametréw skonstruowano 6 zestawéw kultur starterowych do
produkcji sera twarogowego, z ktérych najlepszymi cechami charakteryzowal sie

zestaw oznaczony jako JZ-IBB-3. Zestaw ten, nie odbiegal wlasciwoéciami w
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tworzeniu skrzepu od zestawu komercyjnego, co nalezy uznaé za powazne osiagniecie
rozprawy doktorskiej. Wyniki badan w skali laboratoryjnej zostaly potwierdzone w
skali poltechnicznej z zakladzie mleczarskim. Analiza cech technologicznych
badanych szczepow wykazala, iz pomimo, Ze czeé¢ z nich nalezala do tego samego
gatunku, to otrzymane z ich udzialem skrzepy roéznily sie miedzy soba
wlasciwosciami. Bioréznorodnoéé tych szczepow, a takie szczepéw nalezacych do
rodzaju Lactobacillus zostala przebadana metoda RAPD, ktoéra bada polimorfizm
amplifikowanych fragmentéow DNA, wykorzystujge do tego celu réine startery. Bogata
bioréznorodnoéé bakterii fermentacji mlekowej zostala potwierdzona dla wybranych
szczepOw poprzez badanie potencjalu metabolicznego z uzyciem fenotypowania
metoda mikromacierzy w tescie Biolog, z uzyciem 192 Zrédel wegla, fosforu i siarki.
Te badania pokazuja, Zie kaidy szczep wchodzacy do konsorcjum bakteryjnego
wykorzystywanego w procesie technologicznym wmosi okreslone cechy, pozytywne
lub negatywne do wlasciwoéci produktu koficowego. Dlatego jest w pelni uzasadnione
prowadzenie poszukiwan nowych szczepéw drobnoustrojow, zwlaszeza o
pozytywnych, niekiedy oryginalnych wlaéciwosciach, prowadzacych okreélone
procesy technologiczne.

W koncowej czeSci pracy Autorka dokonala podsumowania w postaci
spostrzezen 1 wnioskéw. Wskazuja one, iz w wyniku realizacji badan zostal
zrealizowany cel pracy i szczegOlowe zadania badawcze. Podkreslaja one duza
bioréznorodnoéé wyizolowanych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej i szerokie

mozliwosci konstrukeji kultury startowej do produkeji sera twarogowego.

Obowiazkiem recenzenta jest zwrdcenie uwagi na pewne uchybienia w ocenianej

rozprawie, jednak w tym przypadku ograniczaja sie one do kilku malo istotnych uwag.
I tak;

str. 13- trudno sie zgodzi¢, ze stwierdzeniem; Ze doskonalym Zrodlem energii dla

bakterii kwasu mlekowego moze byé celuloza

str. 46 — zwrot ,technologia produkcji sera twarogowego” , przypomina zwrot ,maslo

maslane”, winno by¢ ,technologia sera twarogowego”



str. 91 — ,0znaczenie wlasciwosei metabolicznych szczepéw Lactococcus.......” winno

by¢ ,,oznaczenie wlasciwosci metabolicznych szczepéw z rodzaju Lactococcus..........

str. 132 i kolejne — podpis pod rys ,, Rozdziat elektroforetyczny .... ,, winno byé ,obraz
rozdzial elektroforetycznego....” lub ,elektroforogram......”

Podsumowanie

W opinii recenzenta, przedstawiona do zaopiniowana praca jest interesujacym i
wartoSciowym studium z zakresu pozyskania nowych szezepow bakterii fermentacji
mlekowej, ich charakterystyki funkcjonalnej, ze szezegdlnym zwroceniem uwagi na
ich bioréznorodnos¢ oraz wykorzystania wybranych szczepéw w technologii Zywnoéci,
zwlaszeza w technologii seréw twarogowych. W pracy zamieszczono bogaty i dobrze
opisany material faktograficzny. Doktorantka wykazala sie umiejetnoécia dobrego
zaplanowania, a nastepnie prawidlowej realizacji poszezeg6lnych etapéw badan w
skali laboratoryjnej, a w koficowym etapie w skali péltechnicznej. Z przedstawionych
wynikow badan prezentowanych w pracy doktorskiej wynika, ze skonstruowany
zestaw bakterii jest konkurencyjny w stosunku do zestawu komercyjnego obecnego na

rynku, a wykorzystywanego w technologii sera twarogowego.

Biorac pod uwage warto$¢ naukowa pracy, a takZe jej cenne wartoéci aplikacyjne,
szeroki zakres przeprowadzonych eksperymentéw badawczych, dobre przygotowanie
warsztatowe Doktorantki, stwierdzam ze przedstawiona do oceny rozprawa pt.
.Charakterystyka funkcjonalna i wykorzystanie technologiczne dzikich szczepow
bakterii fermentacji mlekowej” mgr ini. Joanny Zylifskiej spelnia warunki
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 r. ( Dz.U. Nr 65, poz. 595. z pdZ. zm.) o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i

wnosze o dopuszcezenie jej do publicznej obrony.



