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Opracowanie niniejszej recenzji jest uzasadnione uchwala Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 19 grudnia 2018 roku o powotaniu
mnie na Recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Huberta Szczerby pt. »Charakterystyka
fizjologiczna i molekularna nowych szczepéw bakterii z rodziny Enterobacteriaceaqe jako
wydajnych producentéw kwasu bursztynowego”.

Dobor i znaczenie tematu

Wykorzystanie surowcéw odpadowych i odnawialnych do produkeji uzytecznych
przemystowo metabolitow z wykorzystaniem drobnoustrojéw, jest tematem bardzo czesto
podejmowanym przez biotechnologéw z catego $wiata. W ostatnich latach podjeto wiele prob
opracowania takich proceséw, ktére bytyby ekonomicznie optacalne. Jednym z takich
produktéw jest kwas bursztynowy, uznawany za jeden z dziesieciu najbardziej
perspektywicznych zwigzkow chemicznych, o najwigkszym potencjale przemystowym.
Zwiazek ten znajduje zastosowanie m.in. w przemysle spozywezym (jako przeciwutleniacz,
regulator kwasowosci, wzmacniacz smaku itp.). W przemysle chemicznym (do produkcji

poliestrow, detergentow, zwigzkéw powierzchniowo czynnych, farb, lakierdw, srodkdw




antykorozyjnych) oraz w przemysle farmaceutycznym (do  produkcji lekéw, np.
antynowotworowych, uspokajajacych i innych). Szczegélnie cenne Jest wykorzystanie w
procesach biotechnologicznych mikroorganizméw izolowanych ze s$rodowisk naturalnych,
ktére mogg posiadaé unikalne cechy i zdoInosci do metabolizowania réznych zrodet wegla. Do
bardzo waznych zadahn naukowcow W tym zakresie, nalezy dokladna charakterystyka
izolowanych drobnoustrojéw, zaréwno pod wzgledem fizjologicznym, metabolicznym jak i
molekularnym. W tym kontekscie podjeta przez Doktoranta tematyka badan jest bardzo

aktualna i ciekawa, w szczegllnosei pod wzgledem aplikacyjnym.

Ocena formalnej strony pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Huberta Szczerby jest zbiorem trzech publikacji
oryginalnych, stanowigcych spojny pod wzgledem tematycznym cykl prac, poswigconych
charakterystyce fizjologicznej i molekularnej bakterii z rodziny Enerobacteriaece, jako
potencjalnych producentéw kwasuy bursztynowego. Do pracy dolaczono 40-stronicowe
omowienie osiggnieé badawczych uzyskanych w ramach realizacji tej dysertacji, w ktorym
sformutowano geneze i cel pracy. Roéwniez tytul pracy dobrze odzwierciedla zakres
przeprowadzonych badan. Przedstawiony do oceny zbior publikacji, ktory stanowi podstawe
do ubiegania si¢ o tytut doktora w obszarze wiedzy nauk rolniczych, lesnych i weterynaryjnych,
w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia, to prace
opublikowane w 2020 roku, o tacznym wspétezynniku IF = 13,369 (zgodnie z rokiem
opublikowania) i Iacznej punktacji MNiSW 480 pkt. Prace te zostalty opublikowane w
czasopismach takich jak Biotechnology for Biofuels, Scientific Reports i Molecular Sciences.
Sktad autorski tych publikacji obejmuje od czterech do o$miu Autordéw, we wszystkich pracach
mgr inz. Hubert Szczerba jest pierwszym Autorem oraz Autorem korespondencyjnym, a J €go
wklad w powstanie tych publikacji oszacowany zostal na 75-90% (na podstawie o$wiadczer
Wspotautorow o procentowym udziale w tych publikacj ach). Potencjalnie swiadczy to o bardzo
zhaczacym wkiadzie Doktoranta w ich powstanie. Zdajgc sobie sprawe z tego, ze kompleksowe
badania naukowe wymagajg uczestnictwa w nich wiely Autoréw i pomimo o$wiadczen
Wspdtautorow, zauwazam tutaj ,.sztuczne zawyzanie” procentowego udziatu Kandydata w tym
osiagnigciu naukowym. Zdaniem Recenzenta udziat Wspétautoréw na poziomie 2-3%
powinien si¢ koniczy¢ raczej podziekowaniami w Acknowledgements, niz wspolautorstwem.
Uwazam, ze temu osiagnigciu nic by nie ubylo, gdyby udzial Wspotautorow ksztattowat sig na

poziomie 5-10%.



Ocena merytoryczna pracy

Pierwsza z prac cyklu przedstawionego do oceny to publikacja pt. ,,A novel biocatalyst,
Enterobacter aerogenes LU2, for efficient production of succinic acid using whey permeate as
a cost-effective carbon source” ktéra zostala opublikowana w Biotechnology for Biofuels
(13(1), 96, 2020). W pierwszym etapie badaf zaprezentowanych w tej publikacji,
przeprowadzono skrining izolatéw bakteryjnych (izolowanych z zoladka przezuwaczy) pod
katem efektywnej biosyntezy kwasu bursztynowego na podtozu zawierajgcym laktoze jako
glowne zrodlo wegla. Szczep wytypowany jako najlepszy producent kwasu bursztynowego z
laktozy zostat poddany identyfikacji taksonomicznej z wykorzystaniem analizy proteomicznej
MALDI-TOF/MS oraz identyfikacji genetyeznej opartej na sekwencjonowaniu DNA genu
kodujacego podjednostke rybosomalng 16S r RNA. Dodatkowo, uzyskana sekwencja 168
IDNA badanego izolatu zostata wykorzystana do przeprowadzenia analizy filogenetycznej,
ktéra potwierdzila wyniki identyfikacji proteomicznej i genetyczne;j. Uzyskane wyniki
pozwolity na zakwalifikowanie izolaty jako Enterobacter aerogenes (aktualnie obowiazujaca
nazwa to Kilebsiella aerogenes). Szczep zostal zdeponowany w Kolekeji  Kultur
Drobnoustrojéow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywezego pod
numerem KKP 2071p. Chciatabym tutaj wyrazi¢ swoje uznanie do tak kompleksowego
podejscia do identyfikacji wyizolowanego szczepu. Wszyscy wiemy, ze pomimo dostepnosci
coraz bardziej nowoczesnych metod identyfikacji, zadanie to Jest trudne i nie zawsze daje
satysfakcjonujace wyniki. Wynika to migdzy innymi z fakty ciaglych mutacji szczepéw, w
szczegolnosei w $rodowisku naturalnym. Za bardzo cenne uwazam takze badania dotyczace
wplywu warunkéw hodowlanych na przebieg procesu biosyntezy kwasu bursztynowego. W
ramach badan naukowych przedstawionych w tej pracy okreslono wptyw dostepu tlenu,
temperatury, pH, stezenia ekstraktu drozdzowego (jako zrodta azotu), wielkosci inokulum oraz
wplyw stezenia laktozy na syntez¢ kwasu bursztynowego przez wyizolowany szczep
Enterobacter aerogenes LU2. Koncowy etap tych badan wykazal mozliwosci wykorzystania
permeatu serwatkowego, jako ekonomicznie atrakcyjnego substytutu czystej laktozy do
produkcji kwasu bursztynowego przez szezep Enterobacter aerogenes 1U2 w warunkach
beztlenowych. Najwyzsze st¢zenie kwasu bursztynowego (57,7 g/L) uzyskano w hodowlach
bioreaktorowych prowadzonych w temperaturze 34°C, przy pH 7.0, stezeniu laktozy na

poziomie 100 g/L, stezeniu ekstraktu drozdzowego 10 g/L i wielkogci inokulum 20%,

Druga praca cyklu przedstawionego do oceny to publikacja pt. ,,Genome analysis of a

wild rumen bacterium Enterobacter aerogenes LU2 - a novel bio-based succinic acid



producer”, Scientific Reports (10: 1986, 2020). Celem tego etapu badan byla charakterystyka
genetyezna szezepu Enterobacter aerogenes LU2. Analizy te obejmowaty oznaczenie struktury
1 wlasciwosci genomu badanego szczepu. Wykazano, ze badany izolat bakteryjny posiada
pojedynczy kolisty chromosom, okreslono zawartos¢ nukleotydéw GC (guanina-cytozyna)
oraz stwierdzono brak plazmidéw. W genomie szczepu zidentyfikowano 4986 genow, z
ktérych wickszosé stanowita geny kodujace biatka. Ponadto zidentyfikowano takze geny
kodujgce rRNA, tRNA, ncRNA oraz pseudogeny. Uzyskane wyniki pozwolily na pordwnanie
genomu  Enterobacter aerogenes LU2 7 22 genomami innych szczepéw Enterobacter
aerogenes, zdeponowanymi w bazie danych NCBI GenBank oraz innymi  wybranymi
szczepami (10) nalezacymi do rodziny Enterobacteriaceae. Dane te pozwolity na stwierdzenie,
ze genom badanego izolatu jest najmniejszy, jednakze charakteryzuje sie najwieksza gestoscia
genow w stosunku do poréwnywanych szczepéw. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych
genow wykazala, ze najwigksza grupe sekwencji kodujacych stanowity geny zaangazowane w
metabolizm (az 45,5%), geny biorace udzial w procesach komérkowych oraz w
przechowywaniu i przetwarzaniu informacji. Okreslono takze liczbe genéw stabo
scharakteryzowanych. Analiza rozlokowania genow w kategoriach funkcjonalnych COG,
pozwolita na stwierdzenie ze najwiekszy klaster tworzg geny zaangazowane w transport i
metabolizm aminokwaséw i weglowodanéw oraz metabolizm podstawowy i funkcje
fizjologiczne. Wskazuje to ze badany szczep Enterobacter aerogenes LU2, charakteryzuje sie
dobrze rozwinietym i aktywnym systemem metabolizmu zrédet wegla i azot, co jest bardzo
wazng cechg drobnoustrojow wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych. Dalsza
analiza uzyskanych danych potwierdzita, e badany szczep posiada uwarunkowania genetyczne
do wzrostu na wielu zrodlach wegla (w tym na laktozie), do wydajnej syntezy kwasu
bursztynowego i jego ekskrecji do podloza hodowlanego. W genomie Enrerobacter aerogenes
LU2 znaleziono réwniez geny zaangazowane w odpowiedz na stres osmotyczny i oksydacyjny,
co moze warunkowa¢ zdolnosci szczepu do wzrostu na pozywkach o duzych stezeniach
substratow. jak rowniez w warunkach tlenowych i beztlenowych. Analiza genomu za pomoca
platformy ResFinder, nie wykazala nie wykazala obecnosci genow zwigzanych z potencjalng
antybiotykoopornoscia badanego izolatu, jednakze manualna weryfikacja obecnosci tych
genow pozwolita na identyfikacje 5 genow zwigzanych z opornoscig na antybiotyki. Posiadanie
lub brak takiej opornosci jest bardzo istotne z punktu widzenia mozliwosc; wykorzystania

szczepdw izolowanych ze srodowiska naturalnego w procesach przemystowych.



W ostatniej publikacji cyklu (A genomic perspective on the potential of wild-type rumen
bacterium Enterobacter sp. LU1 as an industrial platform for bio-based succinate production,
International Journal of Molecular Sciences, 21, 4835, 2020) dokonano charakterystyki
genetycznej szczepu Enterobacter sp. LU1, analogicznie Jjak dla szczepu Enterobacter
aerogenes LU2. Wykazano, ze genom tego szczepu zbudowany jest z pojedynczego, kolistego
chromosomu, w ktérym zidentyfikowano 4425 genow, z czego 4283 geny kodowaty biatka.
Potwierdzono obecnosé 114 genéw kodujgcych RNA, w tym 25 genéw kodujacych rRNA, 84
geny kodujace tRNA (odpowiadajace wszystkim 20 standardowym aminokwasom), 5 genéw
kodujacych ncRNA oraz 49 pseudogenéw. Rozmiar genomu szczepu LUI, calkowita liczba
genow oraz liczba gendw kodujacych biatka byla mniejsza w poréwnaniu do szczepu LU2.
Dokonano takze analizy funkcjonalnej zidentyfikowanych genéw, ktéra wykazala, ze podobnie
jak w przypadku Enterobacter aerogenes LU2, najwieksza grupe sekwencji kodujacych
stanowily geny zaangazowane w metabolizm, geny biorace udziat w procesach komorkowych
oraz w przechowywaniu i przetwarzaniu informacji. Analiza rozlokowania gendéw pozwolila
na stwierdzenie, ze najwiekszy klaster tworzg geny zaangazowane w transport i metabolizm
aminokwasow i weglowodandw, metabolizm podstawowy i funkcje fizjologiczne oraz geny
biorgce udzial w procesie transkrypcji. Ta ostatnia grupa genow, zaangazowana w proces
transkrypcji moze przyczyniaé si¢ do wysokiej aktywnosci metabolicznej tego szczepu. W
odroznieniu od izolatu LU2, za pomoca platformy ResFinder w genomie LU rozpoznano jeden
gen opornosci kodujacy biatko o charakterze B-lakatamazy, a weryfikacja manualna wykazata
obecnosé¢ 6 genow zwigzanych z antybiotykoopornoscia tego szczepu. W genomie szczepu
Enterobacter sp. LUI1 zidentyfikowano 3 sekwencje profagowe (u LU2 tylko jedng), co moze
mie¢ duze znaczenie biotechnologiczne (z jednej stwarza to mozliwosé wykorzystania
inzynierii genetycznej opartej na fagach, z drugiej strony wskazuje na to, ze szczep moze by¢
podatny na liz¢ fagdw przy prowadzeniu proceséw przemystowych). Ponadto w genomie
Enterobacter sp. LU1 zidentyfikowano dwa potencjalne odcinki stanowigce clementy systemu
CRISPR, co u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae jest nieregularne i wystgpuje raczej

rzadko.

Podsumowujgc wyniki uzyskane w ramach dwéch ostatnich publikacji, nalezy wyrazi¢
duze uznanie dla tak szczegOtowej i catosciowej charakterystyki genetyczne] badanych
izolatéw $rodowiskowych. Sekwencjonowanie hybrydowe, oparte na polgczeniu technologii
krotkich oraz dhugich odezytéw umozliwito otrzymanie kompletnych sekwencji genomow

Enterobacter aerogenes LU2 i Enterobacter sp. LUI, ale dopiero ich wnikliwa analiza



pozwolita na przesledzenie potencjalnych szlakéw metabolicznych odpowiedzialnych za
utylizacje zrodet wegla i produkcje okreslonych metabolitéw. Pozwolito to na wykazanie, ze
oba charakteryzowane Szczepy posiadaja  uwarunkowania genetyczne  umozliwiajgce
biosynteze kwasu bursztynowego poprzez redukcyjng gataz cyklu Krebsa i cykl glioksylanowy.
Ta catosciowa charakterystyka uwzglednita takze obecnogé¢ gendéw zwigzanych ze stresem
osmotycznym (odpornos¢ na wysokie st¢zenie substratu) i oksydacyjnym (aktywnosé
metaboliczna w warunkach tlenowych i beztlenowych), obecnogé sekwencji profagowych,

elementow systemu CRISPR/Cas oraz genow zwigzanych z opornoscig na antybiotyki.

Wszystkie wymienione elementy zadecydowaty o tym, ze przedtozong mi do recenzji
prace przeczytatam z duzym zainteresowaniem i oceniam jg bardzo wysoko. Jednakze w trakcie

czytania pracy pojawily sie pewne pytania o charakterze dyskusyjnym.

 Jakie podejscie metodyczne zalecatby Pan w cely prawidlowe;j identyfikacji
izolatéw Srodowiskowych? Jakie sa wady i zalety poszczegélnych technik
wykorzystywanych do identyfikacji bakterii?

e Naile obecnos¢ genow zwiazanych z antybiotykoodpornoscia przekiada si¢ na
rzeczywiste wystepowanie tej cechy u bakterii i czy planowal Pan badania
empiryczne z tym zwigzane?

¢ Czy planuje Pan kontynuacje badan nad szczepami z rodzaju Enterobacter?
Jezeli tak to w jakim kierunku, zdaniem Pana, te badania powinny by¢

kontynuowane?

Whioski koncowe

Rozprawe doktorska mgr inz. Huberta Szczerby oceniam bardzo wysoko. Stwierdzam,
ze przedstawiony do oceny cykl trzech publikacji naukowych jest oryginalnym i znaczgcym
wkitadem naukowym do dziatu wiedzy, dotyczacej charakterystyki genetycznej izolatow
srodowiskowych i mozliwosci ich wykorzystania w procesach biotechnologicznych. Jest to
bardzo dobre studium naukowe, swiadczgce o duzej dojrzalosci Autora i Jego dobrym
przygotowaniu zaréwno warsztatowym jak i merytorycznym. Na podkreslenie zastuguje takze
bogaty dorobek publikacyjny Autora (facznie 13 prac, 9 patentow, 5 zgloszen patentowych — o
tacznej punktaciji 1750 i [F=34.7), kierownictwo i udziat w projektach badawczych (w tym
kierownictwo 2 projektow finansowanych przez NCN), odbyte staze naukowe i otrzymane
stypendia i nagrody. Biorac pod uwage duza wartos¢ pracy, zakres problematyki badawczej i

fakt, ze badania te zostaty opublikowane w postaci trzech prac o fgcznym wspotezynniku IF =



13,369 i facznej punktacji MNiSW = 480 pkt., stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
rozprawa Pana Huberta Szczerby w pei 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. z 2016 1. poz. 882 ze zm.). W zwiazku z Lym wnoszg o jej przyjecie przez Rade
Dyscypliny technologia Zywnosci 1 zywienia, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow postgpowania o ubieganie sie o nadanie stopnia
naukowego doktora. Jednocze$nie Wnosz¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.

Huberta Szczerby.
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Katarzyna Czaczyk



