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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Olgi Swider pt. , Wpltyw modyfikacji mikrobioty na
obecnos¢ amin biogennych w fermentowanej zywnosci” realizowanej pod kierunkiem
dr hab. inz. Marka L. Roszko, prof. IBPRS-PIB.

Podstawg do wykonania recenzji jest uchwata Rady Naukowej nr X/74/2023 IBPRS z dnia
16.08.2023 r powotujgca nizej podpisanego na recenzenta. Pismo z powyzszg informacijg
zostato wystane w dniu 06.11.2023. Praca doktorska byta realizowana w Zaktadzie
Bezpieczenstwa i Analizy Chemicznej Zywnosci, w Instytucie Biotechnologii Przemystu
Rolno — Spozywczego im. Prof. Wactawa Dgbrowskiego — Panstwowym Instytucie
Badawczym (IBPRS-PIB).

Wybér tematyki pracy

Wystepowanie w zywnosci amin biogennych jest zagadnieniem istotnym przede wszystkim z
punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci, w aspekcie ich negatywnego oddziatywania na
ludzki organizm. Tematyka zwigzana z aminami biogennymi jest do$¢ popularna w
badaniach zywnosci - liczba publikacji z aminami biogennymi w tytule wg Web of Science to
ponad 5000 prac (w tym 220 przegladowych), a aminy biogenne w temacie pracy to ponad
14 000 publikacji, w tym 1325 prac przegladowych. ,Biogenic amines AND food” (w temacie)
to 5300 publikacji, a ,biogenic amines AND fermented food” to 1421 publikacji, w tym 151
prac przegladowych. Jak widac jest to tematyka, biorgc pod uwage niewielkg liczbe
zwigzkéw wchodzacych do tej grupy, dos¢ mocno eksplorowana. Najczesciej obiektem
zainteresowania jest tworzenie amin biogennych i ich analityka w produktach migsnych,
serach, winach, a takze produktach fermentowanych. Od strony analitycznej oznaczanie
amin biogennych opiera sie gtéwnie na chromatografii cieczowej, a metody derywatyzacii
grupy aminowej pozwalajg na monitorowanie zaréwno amin, jak i ich prekursoréw — wolnych

aminokwasoéw i zapewniajg dobrg selektywnos$¢ stosowanych metod.

Procesy fermentacyjne nalezg do tych w technologii zywnosci, ktére sprzyjajg powstawaniu

amin biogennych. Wykorzystanie w tych procesach kultur starterowych, ktére nie wykazujg



zdolnosci do tworzenia amin biogennych moze sie przyczyni¢ do obnizenia zawartosci tych
zwigzkéw w produktach fermentowanych. Poznanie dynamiki tworzenia amin biogennych i
profilu mikroorganizmoéw w czasie fermentacji warzyw zawiera cenne aspekty poznawcze i
aplikacyjne. Temat badan podjety w rozprawie, dotyczacy ryzyka zdrowotnego zwigzanego z
obecnoscig amin biogennych w warzywach fermentowanych i modyfikacja mikrobioty
zywnosci w celu ograniczenia ich tworzenia uwazam za bardzo ciekawy i wazny z punktu
widzenia zarowno mikrobiologii, chemii zywnosci, zywienia cztowieka, jak i bezpieczenstwa

Zywnosci.

Praca ma forme kompilacji 4 publikaciji, ktére ukazaty sie w latach 2020 — 2023 w
nastepujacych czasopismach: Journal of Agricultural and Food Chemistry, Molecules, LWT-

Food Science and Technology, oraz Critical Reviews in Food Science and Nutrition:

[P1] Swider, O., Roszko, M.L., Woéjcicki, M., Szymczyk, K. (2020) Biogenic amines and
free aminoacids in traditional fermented vegetables — dietary risk evaluation. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 68(3),856-868. IF2019 = 4.192, MNiSW/MEiN201 = 140pkt.
[P2] Swider, O., Wéjcicki, M., Bujak, M., Juszczuk-Kubiak, E., Szczepanska, M., Roszko,
M.L. (2021) Time evolution of microbial composition and metabolic profile for biogenic
amines and free aminoacids in a model cucumber fermentation system brined with 0.5% to
5.0% sodium chloride. Molecules, 26(19), 5796. IF2021 = 4.927, MNiISW/MEiN2021 = 140pkt.
[P3] Swider, O., Roszko, M.t.., Wéjcicki, M., Bujak, M., Szczepanska, M., Juszczuk-
Kubiak, E., Srednicka P., Cieslak, H. (2023) Non-aminobiogenic starter cultures in a model
system of cucumber fermentation. LWT — Food Science and Technology, 177, 114574. |F 2023
= 6.056, MNiSW/MEiN2023 = 100pkt.

[P4] Swider, O., Roszko, M., Wdjcicki, M. (2023) The inhibitory effects of plant additives
on biogenic amine formation in fermented foods — a review. Critical Reviews in Food Science
and Nutrition, 1-26. 1F2022 = 10.2, MNiSW/MEiN2023 = 200pkt.

Trzy pierwsze publikacje majg charakter prac eksperymentalnych, czwarta jest pracg
przegladowa. Sumaryczny IF prac wchodzacych w zakres cyklu wynosi 25.375, sumaryczna
liczba punktéw wg wykazu czasopism MNiSW/MNIE wynosi 580.

Opis wktadu Doktorantki w realizacje badan ujetych w pracy (zamieszczony na str. 17-18
rozprawy), oraz oswiadczenia wspotautorow publikacji, zamieszczone w koncowej czesci
rozprawy jednoznacznie wskazujg na wiodacy udziat Doktorantki w wykonaniu,
eksperymentoéw, zebraniu, analizie i interpretacji danych oraz pisaniu manuskryptéw w/w

publikaciji.



Uktad pracy doktorskiej

Tytut pracy to ,Wptyw modyfikacji mikrobioty na obecno$¢ amin biogennych w
fermentowanej zywnosci”. Biorgc pod uwage charakter pracy opublikowanej w [P1], a takze
[P2] mysle, ze tytut mogt nie zawieraé stowa ,modyfikacja”.

Praca obejmuje 207 stron maszynopisu. Zostat on podzielony na kilka gtéwnych elementow:
Przeglad pismiennictwa (str. 19-35); Hipotezy, cel i zakres pracy (str. 35-37); Materiat i
metody badan (str. 37-41); Omdwienie i dyskusja wynikéw (str. 41-54); Podsumowanie i
whnioski (str. 54-58); Spis literatury (58-69). Do pracy dotgczono kopie publikacji (str. 69-181)
z materiatami dodatkowymi oraz oswiadczenia wspétautorow publikacji i wykaz osiggnie¢

naukowych Doktorantki.

W przegladzie pismiennictwa po krétkiej charakterystyce produktéw fermentowanych
omoéwiono wystepowanie amin biogennych (BA) w zywnosci, ich wptyw na organizm
cztowieka, aspekty bezpieczenstwa zywnosci i prawodawstwa odnoszgce sie do amin
biogennych. Do$¢ wyczerpujaco omdwiono takze metody obnizenia zawartosci BA w
zywnosci fermentowanej, w tym modyfikacje temperatury, stezenia NaCl, zastosowanie
kultur starterowych oraz dodatkéw roslinnych. Cato$¢ jest zwarta i dobrze napisana, stanowi
dobre wprowadzenie do tematyki. Nadmieni¢ trzeba, ze ostatnia publikacja (przegladowa)
wchodzgca w zakres pracy doktorskiej jest cennym uzupetnieniem czesci literaturowe;j

rozprawy. Wedtug mnie praca ta powinna rozpoczynag¢, a nie zamykaé cykl publikacji.

W pracy przedstawiono 3 hipotezy badawcze, ktére w zasadzie pokrywaja sie z gtdwnymi
wnioskami ptyngcymi z publikacji — ze miedzy innymi; i) fermentowane produkty warzywne
cechuje wysoka zawartos¢ amin biogennych; i) modyfikacja warunkéw fermentacji wptywa
na mikrobiote zywnosci i zawartoS¢ amin biogennych w fermentowanych produktach
warzywnych, oraz; iij) zastosowanie LAB nie posiadajgcych zdolnosci do produkcji amin
biogennych jako kultury starterowej do fermentacji warzyw obniza zawartos¢ tych zwigzkow.

Przedstawiono takze bardzo dobrze opisany cel pracy i jej zakres.

W czesci Materiaty i metody przedstawiono w skrécie procedury technologiczne i metody
analizy chromatograficznej oraz mikrobiologicznej uzytych w badaniach. W celu
doktadniejszego poznania procedur analitycznych czytelnik musi sie odwota¢ do publikaciji.
Za wyjatkiem sekwencjonowania amplikonow i analizy bioinformatycznej przedstawionych w
pracy [P2], a takze identyfikacji kultur starterowych [P3], badania wykonano w pracowniach
Instytutu. Nieprecyzyjna jest informacja dotyczaca miejsca wykonania analiz genéw
odpowiedzialnych za produkcje BA.



Cykl prac otwiera praca [P1] — “Dietary amines and free amino acids in traditional fermented
vegetables — dietary risk evaluation” w J. Agric. Food Chem. Publikacje w tym, w mojej opinii,
najbardziej renomowanym czasopi$mie z zakresu chemii zywno$ci poddawane sg bardzo
wnikliwej procedurze recenzji (zazwyczaj jest to 5 recenzentéw), aczkolwiek nie zwalnia
mnie to z obowigzku wyrazenia swoich uwag. W pracy zbadano obecnos¢ 9 amin
biogennych i 8 wolnych aminokwasoéw bedacych ich prekursorami w 85 probkach 19
warzywnych produktéw fermentowanych obecnych na polskim rynku. Do oznaczania w/w
zwigzkéw za pomoca LC-MS wybrano metode z derywatyzacjg za pomocg chlorku dansylu,
ktéra umozliwia dotgczenie chromofora do grupy aminowej czasteczki aminy, czy
aminokwasu (istotne szczegodlnie w klasycznej (DAD/FLD) detekcji w HPLC) oraz poprawia
wiasciwosci retencyjne oznaczanych zwigzkéw w odwréconym uktadzie faz. To jedna z
najpowszechniej, o ile nie najpowszechniej uzywana metoda derywatyzacji do tego typu
oznaczen. Analizy prowadzono za pomocg zestawu HPLC wyposazonego w spektrometr
mas z analizatorem kwadrupolowym i spektrometrem czasu przelotu wysokiej rozdzielczosci
(Q-TOF). Dla opracowanej metody podano wybrane jej charakterystyki — odzyski na dwéch
poziomach wzbogacenia (10 i 25mg/kg), powtarzalnos¢, granice oznaczalnosci (LOQ) i
wykrywalnosci (LOD). W moim odczuciu brakuje liniowosci metody (R2) i zakresu stezen
wykorzystanych do tworzenia krzywych standardowych, a takze chromatograméw (lub
przynajmniej czasow retencji) z rozdziatu standardéw oznaczanych zwigzkéw i obecnych w
wybranych prébkach.

Najwyzszymi zawarto$ciami BA cechowaly sie kiszona brukselka, kiszone brokuty, Kimczi,
kiszone ogorki i kiszona biata kapusta. Dominujgcymi BA w badanych probkach byty:
putrescyna (42%), tyramina (20%) i kadaweryna (18%). Jak zauwazyta autorka wysokie
poziomy amin biogennych w brukselce, brokutach i pozostatych warzywach krzyzowych
zwigzane sg z wysokg zawartoscig wolnych aminokwasoéw. Autorzy pokusili sie o okreslenie
spozycia amin biogennych (BAI), mogacego wptywac negatywnie na zdrowie, ktére zawarto
w Tabeli 4. W oparciu o wczesniejsze prace do tej klasyfikacji wliczono zawarto$¢ histaminy,
tyraminy, putrescyny i kadaweryny, autorzy wzigli pod uwage takze dodatkowe czynniki
zwigzane ze spozyciem BA. Klasyfikacja ta stanowi cenng informacje w szacowaniu ryzyka
zwigzanego ze spozyciem BA, aczkolwiek w opisie samej Tabeli 4 z punktu widzenia
edytorskiego brakuje rozwiniecia skrétu BAI oraz jednostek.

Praca stanowi cenne kompendium na temat wystepowania amin biogennych w
fermentowanych produktach warzywnych, co z pewnoscig uzupetnia naszg wiedze na ten
temat. Dowodem na istotno$¢ tej publikacji dla naukowcéw zajmujgcych sie tematyka amin
biogennych jest jej znaczna liczba cytowan - 38 na dzien pisania recenzji (WoS, Core

Collection).



Druga praca [P2] dotyczy doktadnej charakterystyki zmian zachodzacych w czasie produkciji
ogorkéw kiszonych w réznych wariantach. Warianty réznity sie wyjsciowg zawartoscia
chlorku sodu w zalewie (0.5, 1.5 5.0%). Monitorowano w pracy zaréwno zmiany pH, jak i
zmiany w mikrobiomie w czasie fermentacji, obejmujace log CFU/mL dla LAB,
Enterobacteriaceae, Enterococcus i grzyboéw. Okreslono takze profil bakterii w ogérkach
kiszonych przechowywanych przez 6 miesiecy w réoznych wariantach temperatury i
zawartosci NaCl. Okreslono takze zmiany zawartosci amin biogennych (histaminy,
putrescyny, tyraminy, kadaweryny, spermidyny, sperminy i agmatyny), oraz wybranych
aminokwasoéw i wybranych kwaséw organicznych w czasie 6 miesiecy dla réznych wariantow
kiszenia.

W tej pracy autorzy odwotujg sie do omawianego w poprzedniej pracy konceptu BAI, wedtug
ktérego ogérki po 10 dobach fermentacji stanowig niskie ryzyko. Umiarkowane zagrozenie
(BAI > 150mg/kg) zidentyfikowano przy wybranych warunkach przechowywania (4 miesigce,
ale takze 144 i 192 godziny fermentaciji). Najmniejsze zawartosci BAl zanotowano po 6
miesigcach przechowywania kiszonych ogérkow, bez wzgledu na wariant odwiadczenia. W
przetestowanych wariantach doswiadczen, obejmujgcych rézne temperatury i stezenia soli w
zalewie okazato sie, ze nie ma jednoznacznych zaleznosci pomiedzy iloscig tworzonych
amin biogennych czy aminokwasow a czasem fermentacji i iloscig NaCl w zalewie. Wyzsze
zawartosci BAI generalnie notowano dla wyzszej temperatury fermentacji/przechowywania.
W pracy wykonano bardzo ztozone badania mikrobioty procesu fermentacji oparte na
identyfikacji genetycznej (w oparciu o regiony V3-V4 genu 16S rRNA) - wykonane przez
jednostke zewnetrzng. Niewiele wynika wedtug mnie z profilowania metabolitow z uzyciem
HRMS (Orbitrap). W pracy, w materiatach dodatkowych zamieszczono bardzo duzo
wynikéw, rozumiem, ze w celu petnego udokumentowania procesoéw i utatwienia
doktadniejszej wizualizacji danych zamieszczonych w formie wykreséw. Nie wiem, czy dla
prowadzgcych badani w tym kierunku wystarczajagcym wynikiem nie jest Ryc. 3 z
pominieciem szczego6tow zamieszczonych w 17-stronicowej Tabeli S28. Fig. S1 (Volcano
plots) oraz Fig. S2 wskazujg na réznice w metabolomie przy réznych wariantach fermentacji,
natomiast analiza metabolomiczna tych proceséw majgc do dyspozycji tak dobre narzedzie,
jakim jest w/w HRMS z odpowiednim oprogramowaniem zastugiwataby na oddzielng
publikacje. W tej formie nie wnosi wiele do otrzymanych wynikéw.

Za cenne w tej pracy natomiast uwazam dane dotyczace zmian zawarto$ci poszczegdinych
grup mikroorganizméw w czasie 10 dni fermentacji, charakterystyke profilu bakterii po

réznych wariantach fermentacji i przechowywania oraz zmian BA dla tych wariantéw.

Publikacja [P3] dotyczy wykorzystania kultur starterowych, cechujgcych sie niskg zdolnoscig
do tworzenia BA (Lacticaseibacillus casei KKP 3272 oraz Pediococcus pentosaceus KKP
3273) do fermentacji ogérkéw (rozdrobnionych) w uktadzie modelowym w odniesieniu do



standardowej (spontanicznej) fermentacji. Kultury starterowe pochodzace z kolekc;ji Instytutu
zostaty scharakteryzowane metodami molekularnymi. Podobnie jak w pozostatych pracach
monitorowano za pomocg LC-MS/MS z wykorzystaniem aparatu Q-Exactive zawarto$¢ amin
biogennych i wolnych aminokwaséw. Za pomocg HPLC monitorowano takze kwasy
organiczne. Okreslono podstawowe dekarboksylazy katalizujgce tworzenie amin biogennych
z odpowiednich aminokwaséw na podstawie analizy genéw je kodujgcych. Poziom
tworzonych BA zalezny byt od liczby komérek bakteryjnych w wyj$ciowej kulturze
starterowej. Gtéwne aminy — histydyna, tyramina, putrescyna, kadaveryna oraz spermina
dominowaty wérdéd oznaczanych, a ich stezenia przy liczbie CFU 10* byly podobne do stezen
w spontanicznej fermentacji wskazujac, ze kultury starterowe nie zdotaty zdominowac
mikrobioty w procesie fermentacji. Dopiero stezenia rzedu 10’ CFU dawaty wyraznie nizsze
poziomy oznaczanych amin biogennych. Po 6 miesigcach przechowywania zbadano profil
bakterii w badanych wariantach prob. Dane te sg bardzo interesujgce, jednoznacznie
wskazujac na zmiane profilu mikroorganizméw wynikajgcy ze zréznicowania stezen kultur
starterowych. Cennym uzupetnieniem tej bardzo ciekawej i warto$ciowej pracy bytaby

analiza sensoryczna ogérkéw produkowanych przy zréznicowanym profilu mikrobioty.

Dopetnieniem prac eksperymentalnych jest praca przegladowa [P4] opublikowana w jednym
z najwyzej notowanych czasopism publikujgcych prace z zakresu nauk o zywnosci
czasopismie — Crit. Rev. Food Sci. Nutr. Opisano w tej pracy wptyw dodatkéw/ekstraktow
roslinnych na proces tworzenia amin w fermentowanych produktach. W pracy miedzy innymi
zajeto sie rolg LAB w procesach fermentacji i tworzeniu BA, ograniczeniami i zaletami
spozycia produktéw fermentowanych w kontekscie obecnosci w nich BA, przedstawiono
aminy biogenne tworzone w zywnos$ci fermentowane;j i ich toksyczno$¢. Najwazniejsza
jednak czes¢ pracy stanowi omowienie metod pozwalajgcych na obnizenie zawartosci amin
biogennych w produktach fermentowanych, w szczegélnosci wptyw dodatkéw pochodzenia
roslinnego na mikroflore w badaniach in vitro, a takze wptyw tych dodatkéw na zawartos¢
amin biogennych w fermentowanych produktach migsnych, rybnych, mlecznych i roslinnych
fermentowanych. Nawet przy znacznej liczbie prac przeglagdowych na temat amin
biogennych, czesto bardzo do siebie podobnych, praca [P4] wnosi duzo nowych informac;ji, a
jej struktura i ujecie danych jest bardzo ciekawe i dostarcza wielu specjalistycznych

informaciji.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa stanowi bardzo jednorodne i warto$ciowe opracowanie
przedstawiajgce problem tworzenia amin biogennych w fermentowanych produktach
roslinnych, analizujgc ich zawartosci w réznych produktach, a takze skupiajac sie na
uktadach modelowych w postaci procesu kiszenia ogorkéw. Zaletg cyklu prac jest
wielostronna charakterystyka zachodzacych proceséw, uwzgledniajgca role



mikroorganizmow oraz szczego6towo charakteryzujgca mikrobiom biorgcy udziat w procesach
fermentacyjnych. Oprécz zaawansowanych metod analitycznych (LC-MS/MS) oznaczania

amin biogennych i ich prekursoréw (wolnych aminokwaséw), uzywano HPLC do oznaczania
gtéwnych kwasow organicznych, a ponadto szereg technik molekularnych pozwalajgcych na

charakterystyke mikroorganizméw biorgcych udziat w opisywanych procesach.

Doktorantka w petni zrealizowata cele stawiane w rozprawie, wykazata sie duzg biegtoscig
analityczng i umiejetnoscig interpretacji wynikoéw. Petnita kluczowa role w realizaciji
wszystkich doswiadczen i tworzenia manuskryptow. Praca spetnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim.

Biorgc powyzsze pod uwage zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii
Przemystu Rolno Spozywczego w Warszawie o dopuszczenie pani mgr inz. Olgi Swider do
dalszych etapdw postepowania o ubieganie sie o nadanie stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

Dodatkowo, biorgc pod uwage bardzo wyczerpujgcg charakterystyke wptywu
mikroorganizmow na proces tworzenia amin biogennych w fermentowanych produktach
roslinnych opisang w pracach [P2] i [P3], wyczerpujacy i ciekawy przeglad produktow
fermentowanych scharakteryzowanych w pracy [P1], oraz bardzo dobrg i oryginalng prace
przeglagdowg [P4] wnosze o wyrdznienie niniejszej pracy w stosownym trybie. Powodem do
wyréznienia oprécz merytorycznej warto$ci prowadzonych badan jest takze jakos¢
czasopism, w ktérych zostaty opublikowane - w szczegélnosci prace [P1] i [P4].

Prof. dr héb. \ enryk Jelen
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