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»Aktywnos¢ antagonistyczna bakterii kwasu mlekowego i ekstraktow z pseudoowocow
oraz miazszy Rosa spp. — jako bioaktywnych skladnikéw zywnos$ci w stosunku do

koagulazo-ujemnych szczepow Staphylococcus spp.”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zatytutowana ,,Aktywno$¢ antagonistyczna
bakterii kwasu mlekowego i ekstraktow z pseudoowocoéw oraz migzszy Rosa spp. — jako bioaktywnych
sktadnikéw zywno$ci w stosunku do koagulazo-ujemnych szczepdéw Staphylococcus spp.” zostata
wykonana przez Panig mgr inz. Lidi¢ Piekarska-Radzik. Tytut zawodowy magistra Pani Piekarska-
Radzik uzyskata 12 wrzesnia 2018 roku na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci na kierunku
biotechnologia Politechniki L.6dzkiej. Zgodnie z przedstawiong przez kandydatke do stopnia doktora
informacja, mgr inz. Lidia Piekarska-Radzik nie ubiegata si¢ 0 nadanie stopnia doktora w latach

poprzednich w dyscyplinie Technologia Zywnosci i Zywienia.

Koagulazo-ujemne gronkowce sg cz¢$cig normalnej flory ludzkiej skory i wystepuja rowniez w
zywnosci. Chociaz zjadliwo$¢ tych organizmow jest stosunkowo niska w poréwnaniu z ich koagulazo-
dodatnimi krewniakami z rodzaju Staphylococcus, mogg one indukowaé zatrucia pokarmowe oraz
powodowac klinicznie istotne zakazenia krwi i innych tkanek. Co wigcej obserwuje si¢ znaczny wzrost
antybiotykoopornosci wérod przedstawicieli tej grupy bakterii. W celu ograniczenia gronkowcowej
patogenezy konieczny jest rozwoéj alternatywnych zwigzkow o dziataniu przeciwbakteryjnym i 0

nowych mechanizmach dziatania. Tematem badan Pani mgr inz. Lidii Piekarskiej-Radzik sg naturalne
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bioaktywne sktadniki zywnosci takie jak bakterie kwasu mlekowego i ekstrakty z pseudoowocow 16z
zarowno pojedynczo, jak i w dwusktadnikowych uktadach antagonistycznych, analizowane w kierunku
ograniczania wzrostu i tworzenia biofilmow koagulazo-ujemnych bakterii z rodzaju Staphylococcus
wyizolowanych z zywnosci. Jest to 0 tyle uzasadnione podej$cie poniewaz istniejg liczne przestanki
naukowe na przeciwbakteryjne dziatanie badanych zwigzkow, a niektore z nich juz maja zastosowanie
jako np. naturalne konserwanty zywnosci lub probiotyki, w branzy spozywczej i kosmetycznej, jak
réwniez W medycynie i weterynarii. Mimo tak wielu potencjalnych mozliwosci aplikacyjnych, takie
naturalne bioaktywne zwigzki nie s3 powszechnie stosowane, co moze wynika¢ m.in. z braku

doktadniejszej wiedzy na temat ich identyfikacji i dziatania.

W zakres powyzszych zagadnien naukowych wpisuje si¢ przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska mgr inz. Lidii Piekarskiej-Radzik. Recenzowana praca zostata wykonana na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £odzkiej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Elzbiety
Klewickiej oraz Promotor pomocniczej Pani dr inz. Joanny Milali. Rozprawa zostata zredagowana w
formie monografii naukowej, ktora sktada si¢ z 9 standardowych rozdziatéw przedstawiajacych: (i) stan
wiedzy w obszarze badan, (ii) hipoteze, cel i zakres pracy, (iii) materialy i metody badan, (iv) wyniki,
(v) aplikacyjnos¢, (vi) dyskusje wynikow, (vii) wnioski i stwierdzenia koncowe, (Viii) spis aktualnej
literatury oraz (ix) wykaz osiagni¢¢ naukowych. Do rozprawy doktorskiej dotaczono réwniez spis tresci
oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Proporcje i zakres przedstawionych informacji
poszczegdlnych rozdziatdéw sa odpowiednie, jednak cato$¢ pracy zamyka sie na az 433 stronach, co
moim zdaniem stanowi zbyt obszerne opracowanie i w wielu miejscach tekst mogtby by¢ znacznie
zwigzlej przedstawiony przy zachowaniu zasady ,,minimum stéw, maksimum tresci” bez zadnego
uszczerbku na jakosci opisow uzyskanych wynikéw i ich interpretacji. Jednak, nalezy tu podkresli¢, ze
Autorka doskonale uniosta cigzar obszernego opracowania - praca zostata napisana z bardzo duza
staranno$cia, nie znajduje w niej typowych dla tego typu opracowan btedow stylistycznych, edytorskich
i zargonu laboratoryjnego. Nie mam rowniez zastrzezen do merytorycznych aspektow pracy. W tym
wzgledzie, podkresli¢ nalezy skrupulatnie przygotowane omoéwienie pracy w postaci ogdlnego wstepu
teoretycznego dotyczacego charakterystyki rodzajow Rosa, Staphylococcus, grupy bakterii kwasu
mlekowego oraz polifenoli. Juz z tej czgsci wynika, iz przedstawiony w pracy problem badawczy nie
jest nowy, bo wiele z przywotywanych przez Doktorantke artykutdow naukowych wskazuje na
aktywno$¢ antagonistyczna, w tym przeciwgronkowcowa, charakteryzowanych w rozprawie ekstraktow
roslinnych, polifenoli oraz bakterii kwasu mlekowego i ich produktow. Co wigcej, znane i opisane przez
Doktorantke sg rowniez przyczyny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej bakterii kwasu mlekowego i
polifenoli, wérdd ktorych wyrdznia si¢ m.in. zmiany w przepuszczalnosci oston komorkowych bakterii
chorobotworczych, ograniczanie powstawania biofilméw, zaburzenia w adhezji do komorek

nabtonkowych.



Cele pracy =zostaly szczegdtowo 1 przejrzy$cie sformutowane i1 dotyczg weryfikacji
antagonistycznego wptywu bakterii kwasu mlekowego oraz ekstraktow z r6z w stosunku do izolatow
Staphylococcus spp., zarbwno w podejsciu eksperymentalnym jak i aplikacyjnym. Pomimo iz, tak jak
sygnalizowatam wyzej, postawiony w pracy problem i metoda jego rozwigzania nie zawiera pelnego
novum w stosunku do obecnej wiedzy, i w wielu aspektach jest obecny w literaturze naukowej, to
jednoczesnie jest na tyle szeroki, ze wiele pytan badawczych z jego zakresu, co trzeba tu wyraznie
podkresli¢, jest oryginalnych, ciggle wartych postawienia i rozwigzania. Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze
wyniki uzyskane w rozprawie zostaty otrzymane przez Panig Piekarska-Radzik przy uzyciu bogatego
wachlarza metod z zakresu mikrobiologii, chemii analitycznej, biologii molekularnej, a takze

statystycznych, co wskazuje na szeroki i doskonaty warsztat badawczy Doktorantki.

Uwazam, ze najwazniejsze osiggni¢cia badawcze przedstawione w wynikach rozprawy

doktorskiej Pani Piekarskiej-Radzik to:

1. ldentyfikacja szczepow bakterii kwasu mlekowego o0 wysokim potencjale
antagonistycznym w stosunku do szerokiego zakresu bakterii z rodzaju Staphylococcus
w tym szczepow referencyjnych S. aureus i S. epidermidis oraz izolatow srodowiskowych
i okreslenie zwigzku tej aktywnosci z supernatantami pohodowlanymi szczepow bakterii
kwasu mlekowego, w ktorych gtowng przeciwgronkowcows role petnig kwasy
organiczne (mlekowy oraz octowy) oraz w nielicznych przypadkach substancje o
charakterze biatkowym, potencjalnie bakteriocyny. Trzeba zaznaczy¢, ze okreslony tu
potencjat przeciwgronkowcowy jest jednak cechg wyraznie Szczepowo-specyficzna,
rozpatrywang w ukladzie producent-indykator, co moze prowadzi¢ ograniczeh w
mozliwosciach  aplikacji  otrzymanych  wynikéw  dotyczacych  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowych bakterii kwasu mlekowego.

2. Przypisanie wyzszej aktywnosci przeciwgronkowcowej ekstraktom z pseuodowocoéw z
rozy niz ekstraktom z migzszu oraz wytypowanie sposrod innych polifenoli zwigkszonej
iloéci elagotanin jako odpowiedzialnych za ten efekt. Rowniez w tym przypadku
aktywnosci przeciwbakteryjne ekstraktow byly szczepozalezne.

3. Wskazanie zmian w przepuszczalnosci blon komdorkowych i w autoagregacji komorek
gronkowcow, zmian w hydrofobowosci i wtasciwosci donorowo-akceptorowym ich §cian
komoérkowych oraz zmian w procesie tworzenia biofilmu na powierzchniach biotycznych
i abiotycznych w odpowiedzi na obecno$¢ ekstraktow z 16z lub supernatantow
pohodowlanych bakterii kwasu mlekowego. Co ciekawe, wiele z obserwowanych
efektow byto pozytywnie lub negatywnie skorelowane z obecnos$cia poszczegdlnych
zwiazkow o wlasciwosciach antybakteryjnych. Natomiast potaczenie obu elementow

(podioza pohodowlane plus ekstrakty) dawato niezmiennie pozytywna korelacje w



kierunku obnizenia tworzenia gronkowcowych biofilméw, co dobrze rokuje na
mozliwo$¢ wykorzystania potencjatu tych zwigzkéw w uktadach ztozonych.

Ocena przydatnosci technologicznej otrzymanych wynikow w podejsciu przemystowego
wykorzystania bakterii kwasu mlekowego oraz bogatych w polifenole ekstraktow z Rosa
spp. W ramach rozprawy Doktorantka opracowata produkt kosmetyczny w tlustej
formule na bazie ekstraktow otrzymanych z Rosa spp. i udowodnita jego wlasciwosci w
znacznym ograniczaniu wzrostu wiekszosci gronkowcow. W przypadku wszystkich z az
28 uktadéw dwusktadnikowych (bakterie kwasu mlekowego — ekstrakty bogate w
polifenole) mgr inz. Piekarska-Radzik zaobserwowata efektywne hamowanie wzrostu
wszystkich testowanych gronkowcdw, co nie bylo tak wydajne w przypadku stosowania
pojedynczych elementow tego uktadu. Potwierdza to sugerowang na wczesniejszych
etapach pracy mozliwos$¢ wykorzystania antagonistycznego potencjatu tych zwigzkow w

uktadach ztozonych.

W zwigzku z tematyka pracy i prezentowanymi wynikami mam kilka zagadnien do

przedyskutowania podczas obrony:

1.

Polifenole to produkty roslinne, jednak ich izolacja w wiekszych ilosciach jest trudna.
Pewnym rozwigzaniem mogtaby by¢ ich heterologiczna produkcja w mikroorganizmach.
Chciatabym si¢ dowiedzie¢ jaki jest stan obecny wiedzy odnosnie produkcji polifenoli
pochodzenia roslinnego w mikroorganizmach i jakie sg perspektywy tego procesu.
Polifenole i bakteriocyny wykazuja wlasciwos$ci antagonistyczne wobec bakterii
patogennych i mogg stanowi¢ alternatywe¢ dla antybiotykoéw i chemicznych
konserwantéw. Czy jednak ich uzycie nie bedzie prowadzi¢ do narastania opornosci na
te zwigzki podobnie jak to jest w przypadku standardowych antybiotykow? Chciatabym
si¢ dowiedzie¢, jaki jest aktualny stan wiedzy na temat badan molekularnych odnosnie
mechanizméw rozwoju oporno$ci na bakteriocyny i polifenole, oraz czy mogg
wystepowac opornosci krzyzowe z antybiotykami?

W pracy opracowano preparat kosmetyczny do pielegnacji ust o wiasciwosciach
przeciwgronkowcowych zawierajacy ekstrakty z Rosa spp. Chciatabym si¢ dowiedzie¢
jakie jest zdanie Doktorantki odno$nie mozliwosci wystgpienia ryzyka negatywnego
wplywu na naturalng mikroflore skéry takiego produktu o dziataniu
przeciwbakteryjnym? Czy aktywno$¢ uzytych ekstraktow byla réwniez testowana w
kierunku innych bakterii niz gronkowce, w tym bakterii stanowigcych zdrowa florg
bakteryjna skory? Moge sobie wyobrazi¢, ze (nad)uzywanie takiego preparatu
kosmetycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej moze prowadzi¢ do zaburzen
mikrobiomu zdrowej skory i zachwiania jego funkcji ochronnej - prosz¢ o Pani opini¢ w

tej kwestii.



Podsumowujac chciatabym podkreslié, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
wnosi duzo informacji odnosnie identyfikacji zwiazkéw o dzialaniu przeciwgronkowcowym i
charakterystyki efektow ich bojczego dzialania. Ponadto proponuje aplikacyjne wykorzystanie
uzyskanych wynikéw, co jest sporo wartoscia dodang 1 doskonalym zwienczeniem badan
podstawowych. Trzeba tu rowniez zaznaczy¢, ze niektore wyniki prezentowane w rozprawie przeszly
juz ocene recenzencka, poniewaz zostaly opublikowane w czasopismach naukowych — Doktorantka jest
wspolautorka o$miu publikacji naukowych (w wigkszosci w czasopismach z listy JCR) oraz byly
przedstawiane na licznych (w sumie 16) konferencjach naukowych gtéwnie w formie wystapien ustnych

(12 prezentacji) lub posteréw.

W konkluzji uznaje, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Lidii
Piekarskiej-Radzik w petni spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r - Prawo o
Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). W zwiazku z tym wnoszg do
Wysokiej Rady do Spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna,
technologia zywnosci i zywienia PL o dopuszczenie mgr inz. Lidii Piekarskiej-Radzik do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie
technologia zywnosci i Zywienia. Zwracam si¢ rowniez do Wysokiej Rady do Spraw Stopni Naukowych
w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i zywienia PL z prosba

0 rozwazenie przyznania stosownego wyrdznienia z uwagi na wysoka wartos¢ merytoryczng pracy.
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