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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii Gustaw
pt. ,,Rola i wykorzystanie fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego w

technologii zywnosci”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem dr. hab. Adama Wasko, prof.
uczelni. Celem badan opisanych w rozprawie doktorskiej byta izolacja nowych szczepdw
fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego (ang. fructophilic lactic acid bacteria, FLAB) ze
srodowisk bogatych we fruktoze i ich charakterystyka molekularna oraz fenotypowa, jak
rowniez poszukiwanie biotechnologicznych zastosowan tych szczepéw. Bakterie FLAB nalezg
do grupy bakterii kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) i charakteryzujg sie
posiadaniem genomoéw o niewielkich rozmiarach, w wyniku ich redukcji jako efekt adaptacji
do zasiedlanych nisz ekologicznych. Bakterie FLAB przystosowaty sie do roznorodnych
srodowisk bogatych we fruktoze, takich jak: nektary kwiatéw, fermentowane owoce bogate
w cukry proste oraz przewody pokarmowe owadow. Zjawisko to zostato okreslone mianem
fruktofilnosci. Dotychczasowe informacje dotyczace tego zagadnienia naukowego s3 jedynie
fragmentaryczne i nie obejmujg swym zakresem nisz ekologicznych wystepujgcych w Polsce.
Z tego powodu badania podjete przez Doktorantke sg bardzo wazne i aktualne, nie tylko ze
wzgleddw poznawczych, ale takze w aspekcie przysztych zastosowan biotechnologicznych.
Mgr inz. Klaudia Gustaw realizujgc swoje badania naukowe mogta korzysta¢ z duzego
doswiadczenia i bogatego warsztatu metodycznego promotora dr hab. Adama Wasko, prof.



uczelni, co zaowocowato powstaniem rozprawy doktorskiej na wysokim poziomie naukowym
i o duzych walorach poznawczych oraz potencjale aplikacyjnym.

Ocena formalna

Rozprawa stanowi powigzany tematycznie zbiér pigciu utworow naukowych
powstatych w latach 2017- 2022, ktory obejmuje trzy prace eksperymentalne, jedng prace
przegladowa i jeden patent krajowy. Prace eksperymentalne zostaty opublikowane w
czasopismach: Annals of Microbiology (2018,68(7),459-470; 15 pkt. MNiSW, IF-1,431),
International Journal of Molecular Sciencies (2021,22(&),3780; 140 pkt., IF-5,924) i
Microbiology Resource Announcements (2022,11(2),e00892-21; 20 pkt., IF-0,19), a praca
przegladowa w Postepach Mikrobiologii (2017,56(1); 15 pkt., IF- 0,354). Dodatkowo, mgr inz.
Klaudia Gustaw jest wspdtautorem patentu krajowego nr P.429133 (75 pkt., ochrona
patentu od 04.03.2019). Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania tych prac (zgodnie z
rokiem opublikowania) wynosi IF — 7,899 i Pkt - 265. Wyniki zawarte w wymienionych
utworach stanowig oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego dotyczacego
poszukiwania nowych szczepéw FLAB o unikatowych cechach fizjologicznych i
biochemicznych, zasiedlajacych réine nisze ekologiczne zlokalizowane w Polsce, jak rowniez
ich zastosowan w przemysle spozywczym. Mgr inz. Klaudia Gustaw jest pierwszym autorem
w czterech z tych prac oraz drugim autorem wsérdd wspotautorow patentu. Doktorantka
okreélita swoj udziat w powstawaniu tych prac na 85% i w przypadku patentu na 30%, co
wskazuje, ze Jej udziat w powstawaniu tych prac byt dominujacy. Szkoda, ze do rozprawy nie
zostaty dotaczone o$wiadczenia wspotautoréw tych prac, co utatwitoby recenzentowi
okreslenie stopnia zaangazowania Doktorantki w realizacje przedstawionych badan.
Natomiast fakt, iz Doktorantka jest we wszystkich czterech pracach réwniez autorem
korespondencyjnym potwierdza Jej istotny wktad w ich powstanie oraz proces publikacyjny.
Jedyne zastrzezenie mam do nadmiernie zawyzonego moim zdaniem oszacowania udziatu
Doktorantki na 85% w przypadku pracy opublikowanej w Int. J. Mol. Sci., ktéra powstata przy
udziale az pieciu wspoétautoréw. Uwaga ta nie umniejsza mojej bardzo dobrej opinii na temat
osiagnie¢ naukowych Doktorantki zawartych w tej rozprawie doktorskiej. Dodatkowo, na
podkreslenie zastuguje fakt, iz wyniki opisane w rozprawie zostaty sfinansowane z grantu
Preludium 15 Narodowego Centrum Nauki (nr 2018/29/N/NZ/0098). Co zastuguje na
wyroznienie, Doktorantka posiada takze bardzo bogaty dorobek naukowy niewchodzacy w
sktad rozprawy doktorskiej, jak na ten etap kariery naukowej (fgcznie 11 prac
opublikowanych w latach 2016-2022 o sumarycznym IF 35,147 i pkt. 1043, 13 rozdziatow w
monografiach i 17 doniesien konferencyjnych).

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim i zawiera wymagane
elementy typowe dla tego typu opracowan naukowych, tj. streszczenie w jezyku polskim i



angielskim, wprowadzenie, hipoteze badawczg i cel pracy, wstgp pracy, materiaty i metody
badawcze, omdwienie wybranych wynikéw i ich dyskusjg, wnioski, spis literatury,
zestawienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej i pozostatego dorobku
naukowego, kopie publikacji wchodzacych w skfad rozprawy doktorskiej. Niestety nie
dofaczono do rozprawy wynikéw opublikowanych w tych pracach jako Supplementary
materials, ktére w mojej ocenie powinny znalezé sie w rozprawie doktorskiej, celem
przedstawienia petnego obrazu uzyskanych wynikéw. Pomimo tego braku, uwazam ze
generalnie rozprawa doktorska zostata przygotowana w sposob staranny, napisana zwieztym
i precyzyjnym jezykiem, a uzyskane wyniki zostaly omowione z sposéb rzeczowy i
merytoryczny. Wstep rozprawy zostat opisany obszernie i wyczerpuje prezentowang
tematyke badawcza. Hipoteza badawcza i cel pracy zostat sformutowany w sposob jasny i
precyzyjny. W rozdziale Omowienie wynikéw zostaty szczegétowo opisane kolejne etapy
badan przeprowadzonych przez Doktorantke.

Ocena merytoryczna

Obszarem swoich badan mgr inz. K. Gustaw objeta trzy réine nisze ekologiczne
charakteryzujace sie wysoka zawartoscig fruktozy, ktére nie byly wczeséniej intensywnie
badane w kontekscie wystepowania bakterii FLAB, tj. spadZ wytwarzang przez Coccus
hesperidum L, nektary kwiatéw i midd pitny. Analizujac wyniki badan zawartych w kolejnych
pracach zawartych w rozprawie doktorskiej widac stopniowy rozwoj naukowy Doktorantki i
sukcesywne wzbogacanie Jej warsztatu metodycznego.

W pierwszej pracy (Postepy Mikrobiologii) mgr inz. K. Gustaw szczegétowo opisata
aktualny stan wiedzy na rok 2016, dotyczacy bakterii fruktofilnych. Pozwolito to Doktorantce
zapoznaé sie z najnowszymi danymi i mozliwosciami badawczymi zwigzanymi z tym
problemem badawczym. Doktorantka wykazata, ze dotychczasowa wiedza na temat bakterii
FLAB jest jedynie fragmentaryczna, stagd w petni uzasadnione byto podjgcie tego tematu
badawczego. W pierwszej pracy eksperymentalnej opublikowanej w Annals of microbiology
w 2018 r., Doktorantka opisata wyniki dotyczace izolacji i charakterystyki bakterii
wyizolowanych ze spadzi zebranej z ogrodéw z okolic Lublina. W oparciu o analizy MALDI-
TOF dla 9 z 49 uzyskanych izolatéw przypisano podobienstwo do bakterii Lactobacillus
plantarum. Dodatkowo, wykorzystujac metody sekwencjonowania genu 16S rRNA i multiplex
PCR genu recA potwierdzono przynaleznos¢ tych szczepdw do gatunku Lb. plantarum.
Scharakteryzowano takie wtasnosci fenotypowe tych szczepéw (zdolnos¢ wykorzystania
réznych zrédet wegla (C), fruktofilno$¢ (tj. preferencje fruktozy wzgledem glukozy) i
tolerancje wysokich steien tego cukru oraz wrazliwosci antybiotykowej). Innym bardzo
waznym i interesujgcym wynikiem byto potwierdzenie braku funkcjonalnego genu adhE w
genomie tych bakterii, kodujacego biatko dwufunkcyjne o aktywnosci dehydrogenazy



alkoholowej i dehydrogenazy aldehydu octowego, ktére odgrywaja kluczowa role w
metabolicznych szlakach heterofermentatywnych LAB w regeneracji NAD+.

Z kolejnego 7rodta bogatego we fruktoze - miodu pitnego Doktorantka wyizolowata
bakterie, ktére na podstawie analiz molekularnych i filogenetycznych przypisano do gatunku
Lb. hilgardii i reprezentatywny szczep z tej grupy nazwano FLUB. Wiekszos¢ badan opisanych
w tej dyzertacji dotyczy charakterystyki genomu tego szczepu i jego wtfasnosci
metabolicznych oraz potencjalnego zastosowania biotechnologicznego. Wyniki z tej czgsci
badan uwazam za najciekawsze. Stanowity one réwniez podstawe do uzyskania patentu na
ten szczep i jego zastosowanie do produkcji mannitolu, ktory jest waznym i cenionym
sktadnikiem wielu produktéw w przemysle spozywczym (PL 237228). Doktorantka wykazafa,
7e szczep FLUB efektywnie wytwarza mannitol w stgzeniu znaczgco wyzszym od innych
szczepOw z gatunku Lb. hilgardii (tj. 2-krotnie wigcej od szczepu referencyjnego Lb. hilgardii
NRRL po 7 dniach hodowli na podioiu zawierajacym 2% fruktoze) i jest zdolny do
wytwarzania mannitolu na podfozu z syropem glukozowo-fruktozowym. W tym miejscu
chciatabym zada¢ Doktorantce pytanie jakie widzi mozliwosci zastosowan szczepu Lb.
hilgardii FLUB w przemysle spozywczym?

W kolejnych etapach badan mgr inz. K. Gustaw przeprowadzita analizy majace na celu
scharakteryzowanie materiatu genetycznego szczepu Lb. hilgardii FLUB, wykorzystujac do
tego szeroki wachlarz metod molekularnych i bioinformatycznych. W pracy opublikowanej w
2021 r. w Int. J. Mol. Sci. opisata szczegétowo cechy genomu i pangenomu tej bakterii.
Wykazata, ze szczep FLUB zawiera znacznie wigkszy genom (tj, 3,190,226 pz) od pozostatych
dotychczas opisanych bakterii LAB i oprécz chromosomu zawiera 5 plazmidéw o wielkosci od
42,732 do 3,500 pz. Wskazuje to, ze u tego szczepu nie doszto do tak intensywnego
zmniejszenia wielkosci genomu w toku ewolucji jak u innych bakterii LAB, co sugeruje
wyksztatcenie innego mechanizmu przystosowania do niszy bogatej w cukry proste, w tym
fruktoze. Jak zatem mozna wyjasni¢ zaobserwowane zmiany w genomie szczepu FLUB w
oparciu o dane genomiczne innych bakterii FLAB i LA?. Doktorantka poczynita rowniez inne
ciekawe obserwacje dotyczace zawartoéci genetycznej plazmidéw szczepu FLUB. Wykazata
bowiem, ze s one rezerwuarem genow nadajgcych opornoéc na rézne metale cigzkie i ze ich
obecnoé¢ nie byta zwigzana z osmoadaptacyjnoscia i przystosowaniem tej bakterii do niszy
bogatej we fruktoze. Zaskakujaco, réwniez sktad genowy zidentyfikowanych wysp nie
wskazywat na ich znaczaca role w metabolizmie cukrowym. Czesciowym wyjasnieniem tych
obserwacji moze by¢ fakt, iz ponad 25% genéw zawartych w genomie szczepu FLUB nie
zostato przypisanych do zadnej grupy funkcjonalnej COG (bardzo duzo gendw zaliczono do
COG R i S, gromadzacych geny o nieznanych funkcjach). Byto to spowodowane brakiem
opisanych ortologéw dla tych genéw w bazach danych, co wskazuje na trudnosci w
prowadzeniu badarn genetycznych na tej grupie bakterii. Wykonanie dodatkowe;j manualnej
annotacji genéw mogtoby poprawié ten wynik i przyczyni¢ sie do identyfikacji wigkszej liczby



UMCS

gendw i biatek zaangazowanych w transport i metabolizm cukrowy. Doktorantka uzyskata
takze interesujgce wyniki dotyczace pangeomu i genow unikatowych dla tego szczepu
bakterii. Otrzymane dane w pewnym stopniu wyjasniaja zdolno$é szczepu FLUB do wzrostu
w wysokich stezeniach cukrow prostych (fruktozy i glukozy). Warto byfoby te badania
wzbogaci¢ o aspekt przezywalnosci tej bakterii w takich warunkach hodowlanych. W zadnej
pracy nie doszukatam sie eksperymentu, w ktorym zostatby okreslony wptyw wysokich
stezen tych cukréw na proporcje zywych i martwych bakterii. Pomiar samej gestosci
optycznej hodowli bakteryjnej nie uwzglednia tego istotnego parametru, gdyz zuwzglednia
rowniez obecnoé¢é martwych bakterii. Stad, analiza przezywalnosci bakterii mogtaby
dostarczy¢ dodatkowych ciekawych wynikéw. W tym miejscu chciatabym zapytac
Doktorantke o aktualny stan wiedzy na temat molekularnych  mechanizmoéw
osmoadaptacyjnosci bakterii FLAB zwigzanej z ich przystosowaniem do nisz bogatych we
fruktoze.

W ostatniej pracy opublikowanej w Microbiology Resource Announcements w 2022 r.
mgr inz. K. Gustaw przedstawita informacje o zsekwencjonowanych genomach dwdch
szczepow 7K11C i 7K4AA, wyizolowanych z nektaréw kwiatéw, ktore zaklasyfikowano do
Apilactobacillus kunkeei. Dodatkowo, przeanalizowano sekwencjg szczepu referencyjnego
tego gatunku bakterii, DSMZ 12361. Uzyskane sekwencje zdeponowano w bazie danych
GenBank i poddano jedynie bardzo ogolnej analizie (dane zawarte w jednej tabeli). Niestety
nie wykonano bardziej szczegdtowej analizy bioinformatycznej i genetycznej tych danych,
obejmujacych miedzy innymi przypisanie ich do grup funkcjonalnych, poréwnanie zawartosci
genowej chromosomoéw i plazmidow. Stad moje pytanie, dlaczego te badania zostaty
przeprowadzone w tak okrojonym zakresie?

Podsumowujac, mgr inz. Klaudia Gustaw podijeta sie realizacji bardzo ciekawego i
ambitnego tematu badawczego, biorgc za cel swoich badan poszukiwanie szczepow
charakteryzujacych sie fruktofilnoécia, o ciekawych i potencjalnie uzytecznych cechach
fizjologicznych. Doktorantka w petni zrealizowata zaplanowany cel badawczy i otrzymata
wiele interesujacych i wartoéciowych wynikéw, ktére wzbogacajg naszg wiedze z zakresu
bakterii zasiedlajgcych nisze o wysokim stezeniu cukréw prostych. Podczas wykonywania
badah zapoznata sie i z duzym powodzeniem stosowata réznorodne techniki i metody
mikrobiologiczne, genetyczne, biochemiczne i bioinformatyczne.

Na szczegdlne podkreslenie zastugujg niektére z uzyskanych wynikow. Do
najwazniejszych wynikéw uzyskanych w ramach tej rozprawy doktorskiej zaliczam:

1) identyfikacje bakterii Lb. plantarum wyizolowanych ze spadzi Coccus hesperidum L. i
scharakteryzowanie ich profilu metabolicznego i fruktofilnosci;

2) izolacje szczepu Lb. hilgardii FLUB ze sfermentowanego miodu pitnego o korzystnych
wtasciwoséciach wysokiej tolerancji na wysokie stezenia fruktozy i zdolnosci wytwarzania
mannitolu; wykazanie mozliwosci zastosowania tego szczepu w przemysle spozywczym;



j) UMCS

3) uzyskanie petnej sekwencji genomu szczepu Lb. hilgardii FLUB wraz z identyfikacja
sekwencji chromosomowe;j i plazmidowych, jak réwniez scharakteryzowanie puli gendéw
zawartych w genomie i pangenomie i przypisanie ich do grup funkcjonalnych (COG).

Podsumowuijgc, chciatabym podkreéli¢ ogrom pracy wtozony przez Doktorantke i
doceni¢ Jej determinacje w realizacji zaplanowanych badan w celu otrzymania wieluy
wartosciowych wynikdw, ktére pozwolity na poszerzenie naszej wiedzy na temat
funkcjonowania bakterii FLAB.

Whiosek koricowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza 0golng wiedze i
praktyczne umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez mgr in3.
Klaudie Gustaw. Doktorantka potwierdzita swojg dojrzatoé¢ naukowg jako mtody badacz o
duzej aktywnosci naukowej i bogatym dorobku publikacyjnym. Rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Klaudii Gustaw ma duzg wartos¢ naukows i potencjat aplikacyjny, gdyz przyczynita sie do
Znacznego wzbogacenia wiedzy dotyczacej charakterystyki genoméw i przystosowan
fizjologicznych bakterii FLAB do réznych nisz ekologicznych bogatych we fruktoze,
wystepujgcych na obszarze Polski.

Recenzowana rozprawa doktorska pt. ,Rola i wykorzystanie fruktofilnych bakterii
kwasu mlekowego w technologii zywnosci”, wykonana pod kierunkiem dr. hab. Adama
Wasko, prof. uczelni spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. Nr 65, poz. 595 z poZniejszymi zmianami).

W zwigzku z powyiszym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Technologia
Zywnosci i Zywienia Wydziatu Nauk o Zywnoéci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego
W Lublinie z wnioskiem o Przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Klaudii Gustaw do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage szeroki zakres prowadzonych badan, duzy zestaw
stosowanych technik i metod badawczych, wartoéé naukows i aplikacyjna uzyskanych
wynikéw oraz opublikowanie ich Znaczacej czesci w renomowanych czasopismach, jak tez
uzyskanie patentu, wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Technologia Zywnoéci i
Zywienia Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w

Lublinie o wyréznienie tej rozprawy stosownga nagroda.

Prof. dr hab. IU nika Janczarek



