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na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechniki L.odzkiej

1. Podstawa opracowania recenzji

Podstawg formalng opracowania niniejszej recenzji jest Uchwata nr 81/2021 Rady
ds. Stopni Naukowych Politechniki £odzkiej, z dnia 6 lipca 2021 oraz pismo Pani Dziekan
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej, dr hab. inz. Anny
Diowksz, prof. uczelni, z dnia 14.11.2022.

2. Doboér i znaczenie tematu

Praca doktorska mgr inz. Eweliny Pawlikowskiej pt. ,,Drozdze Metschnikowia spp. jako
potencjalny czynnik biokontroli’’stanowi spdjny tematycznie cykl szesciu publikacji
dotyczacych charakterystyki drozdzy z rodzaju Metschnikowia wyizolowanych z polskich
upraw ekologicznych. Temat rozprawy jest nowatorski i niezwykle aktualny, czego
potwierdzeniem jest nadal stosunkowo niewielka liczba publikacji dotyczgcych
wykorzystania tych drozdzy w warunkach praktycznych. Zdolno$¢ drozdzy z rodzaju
Metschnikowia do produkeji pulcherriminy — czerwonego barwnika o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym, wpisuje si¢ w bardzo aktualne trendy poszukiwania biologicznych
metod ochrony roslin. Obecnie $wiat nauki koncentruje si¢ na poszukiwaniu drobnoustrojow
prowadzgcych kontrole biologiczng dla zwalczania szkodnikéw i patogenow roslin. Ta idea
badan nad biokontrolg ma na celu zmniejszenie uzycia chemicznych $rodkoéw ochrony ro$lin,

a tym samym zmniejszenia ryzyka zagrozen dla zdrowia ludzi i srodowiska naturalnego.




Tematyka przedstawionej do recenzji pracy wpisuje si¢ w trendy poszukiwania nowych
mikroorganizméw o zdolnos$ciach do produkcji cennych metabolitow. Oprocz aspektow
naukowych, wybor tematyki badawczej jest trafny i wartoSciowy pod wzgledem
aplikacyjnym. W $wietle powyzszych informacji, badania przeprowadzone przez mgr inz.
Eweling Pawlikowska w ramach pracy doktorskiej, uwazam za niezwykle aktualne
i uzasadnione. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan sa pionierskie, wpisuja si¢ w trendy
i zalozenia zrOwnowazonego rolnictwa, a opracowane technologie wykorzystania
pofermentacyjnej biomasy w  zaproponowanych przez Doktorantke procesach
biotechnologicznych odpowiadajg zatozeniom gospodarki w obiegu zamknietym. Uzyskane
efekty w istotny sposéb moga postuzy¢é do rozwoju dyscypliny technologia zywnosci

i zywienia.

3. Formalna ocena pracy

Rozprawa liczy ponad 50 stron tekstu i zawiera: stowa kluczowe, wykaz publikacji
wchodzgeych w skiad rozprawy doktorskiej, geneze i cel pracy, zakres badan, syntetyczne
omoOwienie osiggnie¢ badawczych przedstawionych do oceny, wnioski, bibliografie,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz dodatkowo kserokopie artykutow
stanowigcych cykl publikacji bedgcych przedmiotem rozprawy doktorskiej wraz
z o$wiadczeniami wspolautoréw. Cytowane piSmiennictwo obejmuje 76 pozycji w tym 64
stanowig oryginalne prace tworcze o zasiggu migdzynarodowym. Literatura z ostatnich 5 lat
obejmuje 29 pozycji, co stanowi ponad 43%. Ponadto Autorka wykorzystata 5 aktow
prawnych w postaci rozporzgdzen i ustaw oraz 7 stron internetowych. Przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o sze§¢ publikacji wydanych
w latach 2017-2022 w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR: 1 publikacja
w czasopi$mie Postgpy Mikrobiologii (1IF=0,354, MEiIN=20 pkt), 1 publikacja w International
Journal of General and Molecular Microbiology (1F=2,674, MEIN =70 pkt), 2 publikacje
w czasopi$mie Fermentation (IF=5,123, MEiN = 40pkt) oraz w czasopismach: BioResources
(IF=1,614, MEIiN =100 pkt) i Processes (IF=2,753, MEiN = 70pkt). Sumaryczny wskaznik
IF publikacji wynosi 16,493, a liczba punktow MEIN =340.

Wszystkie publikacje sg opracowaniami zbiorowymi (od 2 do 7 autoréw), w 5 pracach mgr
inz. Ewelina Pawlikowska jest pierwszym autorem w jednej drugim. Z oSwiadczen
wspolautoréw wynika, ze Autorka niniejszej rozprawy miata znaczacy udzial w realizacji
prac na poziomie od 35 do 70%, polegal on na wspottworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu

przeglagdu literatury, wykonaniu eksperymentow, opracowaniu i interpretacji wynikow,




analizie statystycznej, przygotowaniu manuskryptow oraz pelnieniu funkecji autora

korespondencyjnego.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Tytul recenzowane] pracy doktorskiej odpowiada tematyce zaprezentowanej w cyklu
publikacji. Wprowadzeniem w tematyke badawczg realizowang w ramach pracy doktorskiej
jest rozdzial zatytutowany ,,geneza i cel pracy’’. W rozdziale tym Doktorantka nakreslita
wyzwania wspotczesnego rolnictwa w zakresie dgzenia do uzyskania wysokich i dobrych
jakosciowo plondéw, wskazala na problemy wynikajgce z chordb roélin wywolanych przez
patogeny grzybowe oraz wytwarzane przez nie mykotoksyny. Opisata sposoby zapobiegania
i zwalczania infekcji grzybiczych roslin, podajac przyktady réznych $rodkéw chemicznych
(fungicydow), wraz z analiza wad 1 zagrozen wynikajacych z ich zastosowania. W
odniesieniu do strategii Europejskiego Zielonego tadu zwrdcita uwage na wzrost
zainteresowania biologicznymi metodami ochrony roélin, wskazujac jednoczesnie na
potencjat drozdzy =z rodzaju Metschnikowia do produkcji czerwonego barwnika
pulcherrriminy o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Na tle dostgpnej literatury oraz
charakterystyki probleméw wspotczesnego rolnictwa uzasadnita potrzebe podjecia prac nad
poszukiwaniem nowych, ciekawych czynnikéw biokontroli. Rozdzial ten stanowi dobre
wprowadzenie i uzasadnienie pojetej w rozprawie doktorskiej tematyki badan.

Przedmiotem pracy byta izolacja i charakterystyka szczepéw drozdzy nalezacych do rodzaju
Metschnikowia. Cel pracy poddano weryfikacji w ramach kolejno zaplanowanych
cksperymentow, ktore Doktorantka zrealizowata w pigciu etapach badan. Poszczegolne etapy
pracy zostaty dobrze zaplanowane, ich zakres jest bardzo szeroki i1 stanowi spojng catosc.

Kluczowsg czg¢$cig autoreferatu jest przeglad literatury oraz syntetyczne omdwienie
osiggni¢¢ badawczych szeroko opisanych w poszczegodlnych pracach sktadajacych sig na
przedstawiong do oceny rozprawe doktorska.

Przeglad literatury zostal przygotowany w oparciu o pierwszg publikacje wchodzacg w
sktad rozprawy doktorskiej i zostal poswigcony charakterystyce niekonwencjonalnych, mato
poznanych drozdzy z rodzaju Metschnikowia. W tej czgsci Doktorantka zebrala informacje na
temat charakterystyki, ekologii, taksonomii, morfologii i fizjologii tych niekonwencjonalnych
drozdzy, wskazujac na ich potencjat do produkeji wielu metabolitow, szczegdlnie niezwykle
cennej pulcherriminy. Ponadto Doktorantka zwrocila uwage na bardzo dobre zdolnosci
adaptacyjne szczepow oraz ich zdolno$¢ dominacji nad innymi grupami mikroorganizmow,

wskazujac tym samym na ich wysoki potencjat aplikacyjny oraz mozliwo§é wykorzystania




w roznych procesach biotechnologicznych. Rozdzial ten zostal przygotowany z nalezyty
staranno$ciag w oparciu o szeroki przeglad literatury i stanowi dobre wprowadzenie do czesci
eksperymentalnej. Analiza i charakterystyka dostgpnej literatury na temat potencjatu drozdzy
rodzaju Metschnikowia sktonita Doktorantke do podjecia prac badawczych ukierunkowanych
na szczegolows charakterystyke tego niezwykle ciekawego i mato poznanego materiatu
biologicznego.

Poczgtkowe prace eksperymentalne Doktorantki zostaly poéwigcone izolacji 1 identyfikacji
epifitycznych szczepow drozdzy zdolnych do produkeji pulcherriminy- metabolitu, ktdrego
synteza stanowi gléwny mechanizm biokontroli. Materiatem wyj$ciowym do izolacji drozdzy
byly kwiaty i owoce z upraw ckologicznych centralnej Polski. Dokonano analizy
podstawowych cech morfologicznych i1 fenotypowych izolatow (oceniono m.in.: profile
enzymatyczne, asymilacyjne czy tolerancje na wybrane warunki stresowe, hydrofobowosc¢
komorek drozdzy i ich aktywnos$ci adhezyjne). Wazng i trudna czescig badan byla ocena
przynalezno$ci taksonomicznej izolatdéw z wykorzystaniem technik biologii molekularnej -
analizy sekwencji domeny D1/D2. W efekeie przeprowadzonych badan Doktorantka
zidentyfikowala epifity Metschnikowia andauensis i M. sinensis, a opracowane sekwencje
zostaty zdeponowane w publicznie dostgpnej bazie GenBank NCBI. Ponadto Doktorantka
ocenita antagonistyczne dziatanie szczepéw w stosunku do grzybow strzepkowych, drozdzy
winiarskich czy drozdzy niekonwencjonalnych. Potwierdzita, ze uzyskane z polskich roélin
izolaty drozdzy Metschnikowia spp., w poréwnaniu do szczepow referencyjnych z kolekcji
kultur, wykazywaly korzystne cechy fenotypowe m.in. zdolnos¢ wzrostu w szerszym zakresie
temperatur, pH s$rodowiska oraz wyzszg tolerancj¢ na czynniki stresowe jak: etanol czy
zawarto$¢ glukozy. Ponadto wyizolowane z polskich roslin izolaty drozdzy Metschnikowia
spp. wykazywaly duzy potencjal do zastosowania, jako $rodki ochrony roélin.
Charakteryzowaly sie silnym antagonizmem wobec grzybow strzgpkowych, co potwierdzono
w testach przechowalniczych owocow migkkich. Uzyskane wyniki opublikowano
w publikacji nr 2. Badania opisane przez Doktorantke i wspolpracownikéw stanowily
pionierskie opracowanie wskazujace na potencjat drozdzy Metschnikowia  spp.
wyizolowanych z polskich ekologicznych upraw, jako czynnik biokontroli.

W kolejnych do$wiadczeniach Doktorantka ocenita zdolno$¢ wytwarzania pulcheriminy
przez szczepy Metschnikowia spp. Przedmiotem badan bylo 10 najbardziej aktywnych
izolatow drozdzy otrzymanych w pierwszym etapie badan oraz 5 szczepéw pochodzacych
z zagranicznych kolekcji kultur. Charakter chemiczny barwnika po hodowli komérek

oceniono metoda spektroskopii rezonansu magnetycznego (‘'H NMR). Opracowano réwniez




metode spektrofotometryczng, umozliwiajacg pomiar st¢zenia pigmentu w Srodowisku.
Wyniki badan wykazaly, ze tworzenie pulcherriminy przez drozdze, ktorej mechanizm
stanowi podstawg hamowania wzrostu mikroorganizméw, jest cechg zalezng od szczepu
drozdzy, obecnosci jondow zelaza i sktadu pozywek hodowlanych. Uzyskane wyniki stanowig
jedno

z pierwszych doniesien w literaturze na temat jakoS$ciowej i iloSciowej oceny pulcherriminy
wytwarzanej przez drozdze Metschnikowia spp.

W czwartej publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej Doktorantka ocenita
potencjal wykorzystania drozdzy z kladu M. pulcherrima w procesie winifikacji z polskich
owocOw: jabtek i aronii. Proces winifikacji prowadzono z udzialem monokultur oraz kultur
mieszanych drozdzy kladu M. pulcherrima oraz S. cerevisiae Tokay, Wickerhamomyces
anomalus 1 Dekkera bruxellensis. Analiza profilu chemicznego win owocowych,
z wykorzystaniem analiz chromatograficznych wykazata pozadane cechy win jabtkowych
uzyskanych z udzialem drozdzy Metschnikowia spp. 1 8. cerevisiae. Wina charakteryzowaty
sie nizszg zawarto$cia etanolu, wyzszym poziomem zwigzkoéw lotnych. Nowatorski charakter
tych badan stanowit podstawe zgloszenia patentowego, a przygotowana publikacja stanowi
jedno z pierwszych opracowan wskazujagcych mozliwo$¢ wykorzystania drozdzy kladu
M. pulcherrima do poprawy cech technologicznych win owocowych.

Przedmiotem kolejnej pracy bylo otrzymanie lizatow z pofermentacyjnej biomasy drozdzy
Metschnikowia spp. oraz charakterystyka ich profili aminokwasowych. Liz¢ komorek
indukowano w sposob konwencjonalny (NaCl) oraz niekonwencjonalny, stosujgc saponing
z mydlokrzewu. W otrzymanych lizatach dominowatly: alanina, hydroksyprolina, prolina,
walina 1 leucyna. Ponadto Doktorantka 1 wspolautorzy wykazali, ze zawarto$é
hydroksyproliny w lizatach drozdzy Metschnikowia spp. byla kilkukrotnie wyzsza
w porownaniu do Saccharomyces spp. Uzyskano lizaty o wysokiej zawartosci
hydroksyproliny i proliny stymulujgcej tworzenie u drozdzy M. pulcherrima barwnika
pulcherriminy odpowiedzialnej za procesy biokontroli.  Niewatpliwym osiggnigciem
Doktorantki bylo opracowanie pierwszej chemicznej charakterystyki lizatow komorek
drozdzy Metschnikowia spp., a uzyskane wyniki stanowily podstawe kolejnego zgloszenia
patentowego.

Ponadto Doktorantka i wspolautorzy ocenili mozliwo$¢ zastosowania pofermentacyjnej
biomasy drozdzy z rodzaju Metschnikowia do odtleniania brzeczek fermentacyjnych
sterylizowanych metodg ozonowania. W pracy wykazano, ze badana biomasa drozdzy byla

najskuteczniejszym Srodkiem odtleniajgcym, w poréwnaniu do innych zastosowanych metod




jak: ultradzwigki czy siarczan zelaza (1I). W najkrotszym czasie uzyskano calkowite
odtlenienie brzeczek melasowych 1 slodowych przeznaczonych dla proceséw beztlenowych.
Opracowanie to uzyskato ochrong patentows.

Zakres prac powadzonych przez Doktorantk¢ w ramach przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej byl on bardzo obszerny. Uklad i model poszczegolnych doswiadczen zostal
dobrze zaplanowany 1 przemyslany. Do jego realizacji wykorzystano szerokie spektrum badan
analitycznych, rekomendowane techniki badawcze, oraz wilasciwg aparature. Wérdd wielu
badan na podkreslenie zastluguja m.in. analizy dotyczace oceny przynalezno$ei
taksonomicznej izolatow z wykorzystaniem technik biologii molekularnej - analizy sekwencji
domeny D1/D2, charakterystyka chemiczna barwnika pulcherriminy z wykorzystaniem
metody spektroskopii rezonansu magnetycznego (‘H NMR), sktad chemiczny win metodami
chromatografii gazowe] sprzgzony ze spektrometria mas (GC/MS) oraz chromatografii
cieczowej HPLC. Doktorantka opracowala rowniez metode spektrofotometryczng pomiaru
stezenia pigmentu pulcherriminy w srodowisku. Metody badawcze zostaly wilasciwie
dobrane i opisane w poszczeg6lnych publikacjach, ich przyjecie nie budzi watpliwoéci.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowata 6 wnioskoéw. Sposob
zredagowania wnioskow jest poprawny, a ich strona merytoryczna znajduje uzasadnienie w
analizie prezentowanych wynikow badan. Tres¢ wnioskow potwierdza dokonanie przez
Doktorantke weryfikacji przyjetych zatozen badawczych.

Prac¢ konczy streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim. W streszczeniu pracy
Doktorantka w sposdb syntetyczny, wyczerpujacy, przedstawia geneze, cel badan, zakres

badan oraz uzyskane wyniki, ze wskazaniem gléwnych osiagnigé pracy.

Oceniana praca doktorska jest niewgtpliwie oryginalnym dzielem naukowym,
w  ktorym Doktorantka wykazata dobre przygotowanie teoretyczne, samodzielnos¢
w prowadzeniu badan naukowych, umiej¢tnosé postugiwania si¢ nowoczesnymi metodami
analitycznymi. Okre$lony w pracy cel badawczy zostat zrealizowany. Na podkreslenie
zastuguje szeroki zakres badan obejmujgcy nie tylko izolacje i niezwykle trudng identyfikacje
nowych szczepow, ale rowniez ich pelng charakterystyke oraz potencjal wykorzystania
swiezej biomasy jak i biomasy pofermentacyjnej w procesach biotechnologicznych.
Wigkszos¢ uzyskanych wynikoéw zostala zastrzezona zgloszeniami patentowymi i stanowi
autorski wkiad Doktorantki w rozwdj dyscypliny technologia zywno$ci 1 zywienia.
O wysokim poziomie naukowym rozprawy doktorskiej §wiadczg prace opublikowane

w czasopismach mi¢dzynarodowych o wysokim wspdtczynniku oddziatywania JCR.



Podsumowanie i wniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Eweliny Pawlikowskie;j
pt. ,,Drozdze Metschnikowia spp. jako potencjalny czynnik biokontroli’’ jest oryginalnym
i wartosciowym opracowaniem. Zawarte w niej wyniki badan sg zrodlem wiedzy
o charakterze naukowym, jak i aplikacyjnym, na temat mozliwosci wykorzystania badanych
mikroorganizméw w procesach biokontroli i wybranych procesach biotechnologicznych.
Doktorantka sprawnie sformutowata temat 1 cel pracy, poprawnie zaplanowala
i przeprowadzila prace eksperymentalne shuzace jego realizacji, umiejetnie wykorzystala
narzedzia badawcze, analityczne, co podnosi znaczgco wiarygodnos¢ ustalen naukowych
prezentowanych w rozprawie. Potwierdzeniem tego sa publikacje naukowe wchodzace
w sklad recenzowanej dysertacji. Przedlozong do recenzji rozprawe doktorska oceniam
bardzo wysoko i stwierdzam, ze rozprawa ta spelnia wszystkie ustawowe wymogi i kryteria
okreslone w art.187 ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce ( Dz.U. z 2022, poz.574 ze zm).

Na tej podstawie wnioskuje do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Eodzkiej
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Eweliny Pawlikowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie majgc na uwadze wysoki poziom merytoryczny pracy, niezwykle szeroki
zakres badan oraz ich nowatorski potencjal potwierdzony publikacjami, 1 patentem i 3
zgloszeniami patentowymi, sktadam wniosek o wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr

inz. Eweliny Pawlikowskie;j.

Wroclaw, dnia 07.02.2023 r. & . 1l

Joanna Kawa-Rygi {lska
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Wroctaw 07.2.2023

prof. dr hab. inz. Joanna Kawa-Rygielska,
Katedra Technologii Fermentacji i Zboz
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Whiosek o wyrdéznienie pracy doktorskiej
Pani mgr inz. Eweliny Pawlikowskiej pt. ,,Drozdze Metschnikowia spp. jako
potencjalny czynnik biokontroli’® wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz.
Doroty Kregiel, oraz promotora pomocniczego dr inz. Huberta Antolaka na Wydziale

Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki Fodzkiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest oryginalnym i wartosciowym
opracowaniem. Zawarte w niej wyniki badan sg Zrédlem wiedzy o charakterze naukowym,
jak i aplikacyjnym, na temat mozliwosci wykorzystania badanych mikroorganizméw w
procesach biokontroli i wybranych procesach biotechnologicznych. Na podkreslenie zastuguje
szeroki zakres badan obejmujgcy nie tylko izolacje i niezwykle trudng identyfikacje nowych
szczepow, ale rowniez ich pelng charakterystyke oraz potencjal wykorzystania $wiezej
biomasy jak i biomasy pofermentacyjnej w procesach biotechnologicznych. Wigkszos¢
uzyskanych wynikéw zostata zastrzezona zgloszeniami patentowymi i stanowi autorski wktad
Doktorantki w rozwdj dyscypliny technologia zywnosci i zywienia. O wysokim poziomie
naukowym rozprawy doktorskiej $wiadczg prace opublikowane w czasopismach
miedzynarodowych o wysokim wspoétczynniku oddziatywania JCR. Majgc na uwadze wysoki
poziom merytoryczny pracy, niezwykle szeroki zakres badan oraz ich nowatorski potencjat
potwierdzony publikacjami, 1 patentem i 3 zgloszeniami patentowymi, sktadam wniosek o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Pawlikowskiej.
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