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R E C E N Z J A

rozprawy doklorskiej p. mgr Justyny Ruchaty pt.
,,Konstruowanie szczep6w drohdiry Hansenula polymorpha z ulepszonymi

charakterystykami alkoholowej fermentacj i ksylozy"
wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii

Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Sybirnego

l. Ocena problematyki rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pod w/w t5rtulem jest sto-
sunkowo zvvigzlym maszynopisem, bo liczqcym tylko 156 stron tekstu (do jego

skompaktowania przyczynil siE te?zapewne mniejszy ni2w innych dysertacjach
rozmiar czcionki), jest napisana w tradycyjnym ukladzie, obejmuj4cym bardzo
obszerny 5O-stronicowy przeglqd literatury, nazwany wstepem, poptzedzony
spisem skr6t6w uirywanych w tekScie oraz 7 stronicowym streszczeniem pracy
w jgzyku polskim i angielskim. We wstgpie Autorka zamieScila 3 kolorowe

rysunki, a na jego koricu przedstawila cele swych badan. Om6wieniu materialu
biologicznego i metod u4rtych w badaniach jest poSwigcony 19 stronicowy
rozdziat - material i metody, a kolejn4 bardzo obszern4 czg36 tekstu, bo licz4cq
41 stron to interesuj4ce wyniki badari, kt6re zilustrowano 18 rysunkami i 10
tabelami, co stanowi bardzo obszernq i wyj4tkowo dobrze przedstawion4 doku-
menttacjg pracy. Po wynikach nastgpuje bardzo tre$ciwa, ll-stronicowa dys-
kusja najwazniejszych wynik6w, podsumowuj4ca caloSi badan. Kofcowy roz-
dzial to piSmiennictwo, liczqce 196 cytowania, w tym 5 stron internetowych, w
wiEkszoSci oryginalnych prac z ostafiriego dziesigciolecia lqcnie z kilkunas-
toma najnowszymi artykulami, opublikowanymi w 2015 roku, kt6re wykorzys-
tano we wstEpie pracy, celem wprowadzenia crytelnika w omawiany problem.
Na poczqtku maszynopisu zrajduje sig spis tre5ci.

Tekst rozprawy jest napisany dobr4 polszczyzna bledy literowe i stylis-
tyczne w kontekScie rozmiaru pracy s4 nieliczre i na tyle nieistotne, ze nie bgde
ich cytowa6. tlklad tekstu jest przejr4s$, kolejno$6 rozdzialow logiczn4. a
jakoSi dokumentacji wysokq cho6 nie zawsze dob6r barw na rysunkach jest

dostatecznie skontrastowany. DomySlam sig, ze barwy wybrane przez Dokto-
rantkg byty nieco inne ni? w wydruku jednak w kilku przypadkach utrudnilo to



percepcjp dokumentacji. Ponadto, rozmiar niekt6rych rysunk6w jest w mojej
opinii zbyt maty, nxlaszcza, jeSli chodzi o opisy slowne na schematach - doty-
czy to w szczeg6lnoSci Rys. 1, 3 i 8.

Jednymi z najwaimiejsrych problem6w wsp6lczesnej cywilizacji sq za-
gadnienia dotyczqce wyzywienia wzrastajqcej liczhy ludnoSci, dostgpu do 2r6deL
wody i energii oraz zachowanie naturalnego Srodowiska w stanie nie gorszym
ni? go zastali5my. St4d SwiadomoSi nasrych rwiqzk6w ze Srodowiskiem, w kt6-
rym ?yjemy, zaczyna dominowa6 w wiEkszo5ci podejmowanych przez czlowie-
ka dzialafi zuriryarrych z eksploatacj4 zasob6w prryrody i wymusza dzialalnof,f
pro-ekologicnqr. Do ludzi dociera Swiadomo$l, 2e podejmuj4c niekiedy proste
dziahanta, moima nie niszcz4c podstawowych element6w Srodowiska wyelimi-
nowad szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzqc odpowiedni styl
iryciazachowat zdrowie na dlugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby Srodowiska mocno nadwerEzone w
przeszlofici,bez w4tpienia nie wytrzymajq dalszych obci4peri. Eksperci ju? dzif
ostrzegajq szczeg6lnie w krajach rozrvijaj4cych siE, a tak2e i w Polsce, 2e
wzrastajqca liczba ludno$ci poci4gnie za sobq wzrost zaniecryszczenia Srodo-
wiska. Wydaje sig, ze nowoczesne procesy biotechnologiczre wykorzystuj4ce
najnowsze zdobycze wiedzy zzalcresu ekologii, biologii molekularnej, genetyki,
inzynierii genetyczrej i mikrobiologii moge sprostad stoj4cym przed ludzkoSciq
zadaniom i przyczyni6 sig do zmniejszenia zarieczyszczenia Srodowiska oraz
zapewni6 dostateczra ilo5i 2ywnoSci i energii. Nic, wigc dziwnego, 2e temat
pracy doktorskiej p. mgr Justyny Ruchaty nriqzanyjest z biologiq aktywno5ciq
i wla5ciwoSciami biochemicnrymi drohdfi , kt6re odpowiednio skonstruowane
metodami in2ynierii materialowej i genetycznej zamierza wykorzystai do
produkcji alkoholi, gl6wnie etanolu z pentoz zawartych, w ligninocelulozie, co
mohe znale26 zastosowanie w produkcji biopaliw. Nalezy zaracry1,2e w chwi-
li obecnej nie ma na Swiecie ani jednej efektywnej oraz oplacalnej technologii,
kt6ra pozwalalaby na konwersjg surowej biomasy roSlinnej do etanolu. Cala
uwaga Doktorantki skupia sig na takiej ,,idea fix", jakim bylaby modyfikacja
termotolerancyjnego szczepu drohdly Hansenula polymorphe, w taki spos6b,
aby mo2na go bylo wykorrystal w procesie SSF - (Simulatenous Sacchari-
fication and Fermentation) tj. jednoczesnego scukrzania i fermentacji.

Nalezy zailnczyL, 2e na caNym Swiecie poszukuje sie skutecmych i
szybkich metod porwalajqcych na konwersjg materialu ligninocelulozwego do
cukr6w prostych, a nastgpnie wykorzysta6 je do produkcji alkoholi. Jak na razie
wydaje siQ, 2e wykorzystanie metod biotechnologicznych z zastosowaniem
mikroorganizm6w w tym drohdiry s4 jednymi z najefektywniejszych sposob6w,
kt6re mogq juz w niedalekiej przyszlo5ci rozwiqzat ten wazny problem. Ocry-
wiScie proces biodegradacji ligninocelulozy przez drobnoustroje jest wieloeta-
polvy i uwarunkowane wieloma czynnikami, kt6rych jeszcze dokladnie nie
zf,ramy. Te skomplikowane warunki przebiegu biokonwersji wskazuja jak trud-



nym jest to proces i ile jeszcze trzeba szczeg6lovvych badari, aby otrzymywai w
tani spos6b alkohole-biopaliw a tzur . drugiej generacj i

Dlatego jestem pelen wtania za trud podjgcia badari zmierzajqcych do
wyja6nienia biochemicznych zaleinofici miqdzy dzikimi szczepami drohdiry, a
stworzonymi w warunkach laboratoryjnych. Gl6wnym celem pracy bylo uzys-
kania nowych wydajniejszych szczep6w zdolnych do zwiEkszonej produkcji
etanolu. Podjgcie povtyhszych badarl uwazam za slusme i celowe, a wykonanie
ich na konkretnych szczepach i przeprowadzenie doSwiadcz.eft w warunkach
laboratoryjnych gdzie stworzono i kontrolowano wiele naturalnych zaleinoSci i
interakcj i za bar dzo cenne osi4gnigcie Doktorantki.

2. Ocena pracy pod wzglgdem metodycznym

PrzystEpujqc do oceny recenzowanej pracy, jako rozprary doktorskiej
pragnQ zanwczyQ 2e zebrane wyniki dotyczqogromnego zakresu badaf wyko-
nanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowi4 cenne
osi4gnigcie naukowe z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii i inzynierii
metabolicmej, wyjaSniajqce wiele problem6w zwiqzanych z modyfikacjami
genetycznymi drohd\. Zastosowane metody badawcze oparte sq na powszech-
nie stosowanych metodach genetycznych, mikrobiologicznych, frzycnrych i
chemicznych, sq wla5ciwie dobrane oraz zastosowane, pozwalajqce na udowo-
nienie postawionego celu. Praca wykonana jest poprawnie pod wzglgdem meto-
dyczrtym. Na szczeg6lne podkreSlenie zasluguj4 badania nad konstruowaniem
szczep6w z nadekspresjq gen6w crywrych w rozkladzie ksylozy oraz badania
nad uzdolnieniami uzyskanych mutant6w do przeprowadzania procesu fer-
mentacji celem uzyskania etanolu. Powyzsze badania Doktorantka przeprowa-
dziNawyjqtkowo starannie, w liczrych powt6rzeniach, co zaowocowalo wieloma
bardzo interesuj4cymi wynikami, kt6re byf mohe znajdq praktyczne zasto-
sowanie w procesach biotechnologicnrych ntriqzanych z wykorzystaniem bio-
masy roSlinnej celem otrzymywania cennego alkoholu etylowego.

3. Ocena pracy pod wzglgdem merytorycnym

Z obowi4gku recenzenta powinienem wskaza6 jakie6 nieScislo6ci, nie-
kompletne tezy, czy teL inne niejasnoSci w ocenianej rozprawie doktorskiej,
jednak nie zrajdujE fragment6w, kt6re lvymagatyby dodatkowych wyja5nieri.

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowanq czg36
wstgpn4-przegl4dow% w kt6rej autorka opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
wy w tej dziedzinie, daj4c Wraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiqgnigciach badawczych nad rol4 i zr'eiczeriem drobnoustroj6w w tym
niekt6rych gatunk6w bakterii i droh&zy w produkcji r6imych alkoholi, kt6re
mo2na by wykorzystal, jako biopaliwa. Szczegctlowo analintje r6ime techno-



logie stosowane na Swiecie i oceniakaLdqznich w kontekScie wykorzystania
ich w Polskich warunkach.

Gl6wnym celem wykonanej pracy doktorskiej byty badania genetyczne
nad modyfikacja drohdiy, zmierzajqce do otrzymania nowych efektywnych
szczep6w drohdtfi, kt6re konstruowane nowoczesnymi metodami inzynierii
genetycmej bytyby zdolne do biokonwersji biomasy ligninocelulozowej zawie-
rajqcej duze iloSci ksylozry do etanolu. Zarierzony cel osi4gnipto poprzez kon-
struowanie nowych szczep6w Hansenula polymorpha wykorrystujqc do tego
celu wiele szczep6w dzikich i onnczonych, plazmid6w, nowoczesne metody
transformacji i ekspresji gen6wo a takhe wiele metod biochemicnrych porwa-
lajqcych analizowa6 aktywno6i skonstruowanych nowych szczepilw drohdiry z
nadekspresj q gen6w koduj 4cych waine cechy metaboliczne.

W wyniku przeprowadzonych badan genetycznych, biochemicznych, i
mikrobiologiczrych Doktorantka uzyskala wyniki, kt6re wiry1.siE z badaniami
regulacji metabolizmu i fermentacji ksylozy u termotolerancyjnych drohdry
Hansenula polymorpha, kt6re uzyskano na drodze inZynierii metabolicmej i
klasycznej selekcji, zdolnych do jednoczesnego scukrzania i fermentacji hydro-
Iizatow I i gnoc e luloy . S zcze g6lnie intere suj qc e sq wyniki doty czqc e m. in. :

1 . Konstruowanie szczep6w z nadeksprsesj4 genu kodujqcego zmodyfikowanq
reduktazE ksylozy XR) oraz genu kodujqcego natywn4dehydrogenaze
kylitolu,
2. Selekcja szczep6w z jednoczesnq ekspresjq gen6w koduj4cych enzymy XR
oraz XDH wraz zXKrazPDC,
3. Otrzymywanie oraz charakterystyka szczep6w nadprodukujqcych etanol
opornych na preparat przeciwnowotworowy 3 -bromopirogronian,
4.Izolacja genu CAT9,
5. Konstruowanie plazmidu delecyjnego dla szczepu dzikiego NCYC 495 H
polymorpha z koduj4cym opornoS6 na norzeotrycyng,
6. Izolacja mutant6w catSl,
7. Selekcja delecyjnych szczep6w catSl z wykorzystaniem najlepszego
dotychczas uzyskanego producenta etanolu zksylozy,
8. Badania wzrostu deletant6w na fermentowalnych orazrrje fermentowalnych
podloiach,
9. Oznaczarie stgZenia etanolu oraz innych metabolit6w fermentacji alko-
holowej,
1 0. Analiza oddychania kom 6r ek za pomoce elektrody tlenowej,
1 1. Analiza qRT -PCR deletant6w w por6wnaniu ze szczepami rodzicielskimi,
12. Analiza aktywnoSci enzymatycznej deletant6w i szczep6w rodzicielskich.

Przeprowadzone badania s4 bardzo wante pod wzglqdem naukowym i nie
budzq Zadnych zastrzeheh natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo
ciekawe wnosze one nowe elementy poz.rLawcze do fizjologii drohdiry i ich



aktywno5ci w procesie fermentacji materiatu lignocelulozowego. Uzyskane
wyniki wyrufunie wskazuj4 2e crynrtiki genetyczne majq istotny wptyw na
proces biokonwersji ksylozy przez drohdhe Hansenula polymorpha, przebiega-
jacy w warunkach podwyZszonej temperatury..

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan autorka lvyciq-
gnQla wnioski, kt6re sprecyzowane s4 bardzo rzeczowo i konkretnie. Do
najwamiejszych wniosk6w Doktorantkinaleiry zalicryc te, w kt6rych stwierdza,
2e najwahniejsrymi czynnikami decydujqcymi o produkcji etanolu zhydroliza-
t6w lignocelulozy sq geny XYLI, XyLz i XYL3 oraz czynniki Srodowiskowe, w
tym temperatura, w kt6rych wykazala,2e;

1. Nadekspresja genu XYLI kodujqcego zmodyfikowan4 reduktazg ksylozy
oraz natywnych gen6w XyL2 (koduj4cego dehydrogenazQ ksylitolu) oraz
XyL3 (koduj4cego kinazg ksylulozy) na tle szczepu 2EtOH- ntrigkszyla
wydajnoSd produkcji etanolu z ksylozy.

2. Mutanty oporne na ptzeciwnowotworowy 6rodek, 3-bromopirogronian
izolowane ze szczepv z nadekspresjq gen6w XYLlm, XYL2 oraz XYL3
wykazywaty dalszy wzrost produkcji etanolu zksylozy.

3. Delecja genu H. polymorpha, ortologa genu drohdiry S. cerevisiae CAT8,
kodujqcego aktywator transkrypcji gen6w glukoneogenezy, spowodowala
uszkodzenie wzrostu deletan6w na etanolu, glicerynie i ksylozie. Dodat-
kowo byla ona prryczynq zmniejszenia aktywnoSci oddychania kom6r-
kowego, a takhe zwiEkszenia wzglgdnego poziomu ekspresje gen6w oraz
aktywno6ci pewnych enrym6w uczestniczqcych w metabolizmie ksylozy.

4. Deletanty catSl izolowane z najlepszego dotychczasowego producenta
etanolu z ksylozy wykazywaly dalsze ulepszenie parametr6w syntezy
etanolu z tej pentozy. Wydajno5i syntezy etanolu wynosila 0,34 g
etanolu/g ksylozy, a produkfywnoS6 syntezy etanolu - 0,205 glLlh *
temperaturze 45"C co sprawia, 2e uzyskane szczepy sq jednymi z najbar-
dziej wydajnych producent6w etanolu zksylory w podwyzszonych tempe-
raturach. Dodatkowo, co wa2ne, deletanty te nie gromadzity w podNohu z
ksyloz4ksylitolu.

Z obowiryku recenzenta powyzszej rczprawy doktorskiej, zgjaszam nastg-
pujqce uwagi ortv proszg o dokladniejsz4informacjg w sprawie:

1. Co Pani rozumie pod pojEciem - ,,Alternatywne ir6dla energii"?
2. W wielu miejscach uzrywa Pani okreSlenia pigciocukr6w, szeScio-

cukr6w, a w innych heksozy i pentory, powinno to byd ujednolicone.
PrryjElo siE uzywa6 w nomenklaturze naukowej okreSleri - pentozy i
heksozy.

3. Proszg om6wii proces SSF (Simulatenous Saccharification and Fer-
mentation).



4. Proszp wyja5nii, co to s4paliwa pierwszej, drugiej i trzeciej generacji?
5. Jak wygl4da produkcja etanolu na Swiecie?
6. Zalety i wady wodoru, jako przeszloSciowego uniwersalnego paliwa.
7. Jakto ztym etanolem bylo? Kto odkryl metodg jego otrzymywania?
8. Jakie geny odpowiedzialne sqza produkcje etanolu u bakterii a jakie u

drohdiry? Czy szlak*r metaboliznu s4podobne?
9. Proszg om6wi6 gl6wne zalety: inrynierii genetycznej, inrynierii

metabolicmej i inrynierii ewolucyjnej oraz jak je nale?y stosowai?
10. ProszE om6wi6 gl6wne etapy laricuchowej reakcji polimerazy (PCR) i

w jaki celu jej sig uZywa?
11. Niepotrzebnie w tek6cie szczegc>lowo opisywala Pani metody ozrra-

czaria aktywnoSciposzczeg6lnych enrym6w (rozdziaty 7.8.2. - 7.8.8),
sq to metody dokladnie opisane w r62rych publikacjach i przewodni-
kach, mointato bylo pominq6, powotuj4c sig tylko nair6dlo.

Moje uwagi - nie maje charakteru krytycznego i oc4nvi6cie nie wptywajq
w najmniejszym stopniu na wartoSd naukowa pracy, ? sEL jedynie pytaniami i
uwagami w dyskusji oraz powinny slufil lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

4. Ocena pracy pod wzglgdem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest bardzo obszernie, ale dokladnie, precyzyjnie i treS-
ciwie, st4d przedstawionq ro?prawg p. mgr Justyny Ruchaty oceniam bardzo
wysoko. Uryskane w Jej pracy wyniki wzbogacajq nasz4 wiedzg z zak,resu
mikrobiologii i proces6w fermentacyjnych przeprowadzane przez droadhe
Hansenula polymorpha wykorzystywanych do produkcji etanolu. Gromadzenie
tego rodzaju fakt6w jest szczeg6lnie cenne w obecnym czasie, kiedy obserwu-
jemy gwahowne zapotrzebowanie na nowe 2r6dta energii. Nalery podt<reSli6, Ze
praca wykonana jest poprawnie pod wzglEdem formalnym, stylistycznym i
jerykowym oraz nie budzi zastrzeheri natury naukowej. Na uwag€ zasluguje
poprawny styl i jezyk polski. Na specjalna pochwalg zastuguje sama redakcja
pracy, kt6rqwykonano bardzo estetycznie i wyjqtkowo starannie, co dodatkowo
Swiadcry o wszechstronnych uzdolnieniach Doktorantki.

5. Wniosek koricowy

Bior4c pod uwagg powy2sze dane dotyczqce oceny formalnej, metodycz-
nej i merytorycznej pracy doktorskiej pani mgr Justyny Ruchaty, pt.:

,,Konstruowanie szczep6w drohdly Hans enula polymorpha
z ulepszonymi charakterystykami alkoholowej fermentacj i ksylozy"
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stwierdzam, 2e powyhsza rozprawa stanowi niew4tpliwie oryginalne i cenne
osi4gnigcie naukowe doktorantki w zakresie mikrobiologii i biotechnologii.
Wykazala w prezentowanej pracy umiejgtno6i organizacji i samodzielnej reali-
zacji badan. DuLa znajomoSd literatury przedmiotu, opanowanie techniki badaw-
czej z zakresu mikrobiologii i analityki - wskazujq.na dobre przygotowanie
doklorantki do pracy naukowej .Powyhszapraca powinna byd opublikowana.

W Swietle powy2szych danych uwarinrfl,2e rozprawa doktorska pod w/w
grtulem wykonana przez p. mgr Justyng Ruchala z Katedry Biotechnologii i
Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod kierunkiem p. prof. dr hab.
Andzeia Svbirneso w pelni odpowiada wymosom stawianvm rozprawom
doktorskim. \il zwiazku z porwiszym stawiam wniosek do Wvsokiei Rady
Wvdzialu Biologiczno-Rolniczeso UR w Rzeszowie o donuszczenie msr
Jusfvny Ruchatrv do dalszvch etap6w postenowania przewodu doktorskieso.

Z uwagi na rraczenie naukowe tematu, duiry wklad pracy wlasnej w
badaniach oraz spos6b przedstawienia wynik6w, ich opracowanie i omowienie
stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego UR w
Rzeszowie o wyr62nienie powyiszej rozprawy doktorskiej p. mgr Justyny
Ruchaly - stosowne nagroda (Nagroda Dziekana, Nagro$q RektorT lub
Nagroda Ministra).

Prof. zw. dr hab. \ilieslaw BARABASZ
Katedra Mikrobiologii Uniwersytet Rolnicry w Krakowie
30-059 Krak6w, AI. Mickiewicza 24128
tel. (012) 633-13-56, +48 602295120


