. UNIWERSYTET RoLNICZY IM. HUGONA KOttATAJA W KRAKOWIE
WYDZIAt ROLNICZO - EKONOMICZNY

KATEDRA MIKROBIOLOGII

al. Mickiewicza 24/28

30-059 Krakow

tel./fax: 012/633-13-56; tel. 012/662-40-65 oraz 012/662-40-96

E-mail: rkm@ar.krakow.pl
NIP: 675-000-21-18 REGON: 000001815

RECENZJA

rozprawy doktorskiej p. mgr Justyny Ruchaty pt.
,JKonstruowanie szczepdéw drozdzy Hansenula polymorpha z ulepszonymi
charakterystykami alkoholowej fermentacji ksylozy”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Sybirnego

1. Ocena problematyki rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pod w/w tytulem jest sto-
sunkowo zwieztym maszynopisem, bo liczacym tylko 156 stron tekstu (do jego
skompaktowania przyczynil si¢ tez zapewne mniejszy niz w innych dysertacjach
rozmiar czcionki), jest napisana w tradycyjnym uktadzie, obejmujacym bardzo
obszerny 50-stronicowy przeglad literatury, nazwany wstgpem, poprzedzony
spisem skrotow uzywanych w tekscie oraz 7 stronicowym streszczeniem pracy
w jezyku polskim i angielskim. We wstgpie Autorka zamiescita 3 kolorowe
rysunki, a na jego koficu przedstawita cele swych badan. Omoéwieniu materiatu
biologicznego i metod uzytych w badaniach jest poswigcony 19 stronicowy
rozdzial — material i metody, a kolejng bardzo obszerng czgs¢ tekstu, bo liczacg
41 stron to interesujgce wyniki badan, ktore zilustrowano 18 rysunkami i 10
tabelami, co stanowi bardzo obszerna i wyjatkowo dobrze przedstawiong doku-
menttacje¢ pracy. Po wynikach nastgpuje bardzo tresciwa, 11-stronicowa dys-
kusja najwazniejszych wynikow, podsumowujaca catos¢ badan. Koncowy roz-
dziat to piSmiennictwo, liczace 196 cytowania, w tym 5 stron internetowych, w
wiekszosci oryginalnych prac z ostatniego dziesigciolecia facznie z kilkunas-
toma najnowszymi artykutami, opublikowanymi w 2015 roku, ktére wykorzys-
tano we wstepie pracy, celem wprowadzenia czytelnika w omawiany problem.
Na poczatku maszynopisu znajduje sig spis tresci.

Tekst rozprawy jest napisany dobra polszczyzng btedy literowe i stylis-
tyczne w kontekscie rozmiaru pracy sa nieliczne i na tyle nieistotne, ze nie bede
ich cytowaé. Uklad tekstu jest przejrzysty, kolejnos¢ rozdziatow logiczna. a
jako$é dokumentacji wysoka, cho¢ nie zawsze dobor barw na rysunkach jest
dostatecznie skontrastowany. Domyslam sig¢, ze barwy wybrane przez Dokto-
rantke byly nieco inne niz w wydruku jednak w kilku przypadkach utrudnifo to



percepcj¢ dokumentacji. Ponadto, rozmiar niektérych rysunkéw jest w mojej
opinii zbyt maty, zwlaszcza, jesli chodzi o opisy stowne na schematach — doty-
czy to w szczegblnosci Rys. 1, 3 1 8.

Jednymi z najwazniejszych probleméw wspotczesnej cywilizacji sa za-
gadnienia dotyczace wyzywienia wzrastajacej liczby ludnosci, dostgpu do Zrédet
wody i energii oraz zachowanie naturalnego Srodowiska w stanie nie gorszym
niz go zastaliSmy. Stad Swiadomos$¢ naszych zwigzkow ze srodowiskiem, w kto-
rym zyjemy, zaczyna dominowa¢ w wiekszosci podejmowanych przez cztowie-
ka dziatan zwigzanych z eksploatacja zasobow przyrody i wymusza dziatalnos¢
pro-ekologiczng. Do ludzi dociera swiadomos$é, ze podejmujac niekiedy proste
dziatania, mozna nie niszczac podstawowych elementéw Srodowiska wyelimi-
nowac¢ szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzac odpowiedni styl
zycia zachowa¢ zdrowie na dtugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby Srodowiska mocno nadwergzone w
przesztosci, bez watpienia nie wytrzymaja dalszych obcigzen. Eksperci juz dzis
ostrzegaja, szczegoOlnie w krajach rozwijajacych sie, a takze i w Polsce, ze
wzrastajaca liczba ludnosci pociagnie za sobg wzrost zanieczyszczenia Srodo-
wiska. Wydaje si¢, ze nowoczesne procesy biotechnologiczne wykorzystujace
najnowsze zdobycze wiedzy z zakresu ekologii, biologii molekularnej, genetyki,
inzynierii genetycznej i mikrobiologii moga sprosta¢ stojacym przed ludzkoscig
zadaniom 1 przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia zanieczyszczenia Srodowiska oraz
zapewni¢ dostateczna ilo§¢ zywnosci i energii. Nic, wigc dziwnego, ze temat
pracy doktorskiej p. mgr Justyny Ruchaly zwigzany jest z biologia, aktywnoscig
i wlasciwosciami biochemicznymi drozdzy, ktére odpowiednio skonstruowane
metodami inzynierii materialowej i genetycznej zamierza wykorzysta¢ do
produkcji alkoholi, gléwnie etanolu z pentoz zawartych, w ligninocelulozie, co
moze znalez¢ zastosowanie w produkcji biopaliw. Nalezy zaznaczy¢, ze w chwi-
li obecnej nie ma na $wiecie ani jednej efektywnej oraz optacalnej technologii,
ktéra pozwalataby na konwersj¢ surowej biomasy roslinnej do etanolu. Cata
uwaga Doktorantki skupia si¢ na takiej ,,idea fix”, jakim bytaby modyfikacja
termotolerancyjnego szczepu drozdzy Hansenula polymorpha, w taki sposob,
aby mozna go byto wykorzysta¢ w procesie SSF — (Simulatenous Sacchari-
fication and Fermentation) tj. jednoczesnego scukrzania i fermentacji.

Nalezy zaznaczyé, ze na calym Swiecie poszukuje si¢ skutecznych i
szybkich metod pozwalajacych na konwersje materiatu ligninocelulozwego do
cukréw prostych, a nastepnie wykorzystac je do produkcji alkoholi. Jak na razie
wydaje sie, ze wykorzystanie metod biotechnologicznych z zastosowaniem
mikroorganizméw w tym drozdzy sa jednymi z najefektywniejszych sposobdw,
ktore moga juz w niedalekiej przysztosci rozwigzaé ten wazny problem. Oczy-
wiscie proces biodegradacji ligninocelulozy przez drobnoustroje jest wieloeta-
powy 1 uwarunkowane wieloma czynnikami, ktorych jeszcze doktadnie nie
znamy. Te skomplikowane warunki przebiegu biokonwersji wskazuja jak trud-



nym jest to proces i ile jeszcze trzeba szczegétowych badan, aby otrzymywac w
tani sposob alkohole-biopaliwa tzw. drugiej generacji

Dlatego jestem pelen uznania za trud podjecia badan zmierzajacych do
wyjasnienia biochemicznych zaleznosci migdzy dzikimi szczepami drozdzy, a
stworzonymi w warunkach laboratoryjnych. Gléwnym celem pracy bylo uzys-
kania nowych wydajniejszych szczepéw zdolnych do zwigkszonej produkcji
etanolu. Podjecie powyzszych badan uwazam za stuszne i celowe, a wykonanie
ich na konkretnych szczepach i przeprowadzenie doswiadczen w warunkach
laboratoryjnych gdzie stworzono i kontrolowano wiele naturalnych zaleznosci 1
interakcji za bardzo cenne osiagnigcie Doktorantki.

2. Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

Przystepujac do oceny recenzowanej pracy, jako rozprawy doktorskiej
pragne zaznaczy(¢, ze zebrane wyniki dotycza ogromnego zakresu badan wyko-
nanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowig cenne
osiggniecie naukowe z zakresu biologii molekularnej, mikrobiologii i inzynierii
metabolicznej, wyjasniajace wiele probleméw zwigzanych z modyfikacjami
genetycznymi drozdzy. Zastosowane metody badawcze oparte sg na powszech-
nie stosowanych metodach genetycznych, mikrobiologicznych, fizycznych i
chemicznych, sg wlasciwie dobrane oraz zastosowane, pozwalajace na udowo-
nienie postawionego celu. Praca wykonana jest poprawnie pod wzglgdem meto-
dycznym. Na szczegdlne podkreslenie zastugujq badania nad konstruowaniem
szczepOdw z nadekspresjg gendw czynnych w rozkladzie ksylozy oraz badania
nad uzdolnieniami uzyskanych mutantéw do przeprowadzania procesu fer-
mentacji celem uzyskania etanolu. Powyzsze badania Doktorantka przeprowa-
dzita wyjatkowo starannie, w licznych powtdrzeniach, co zaowocowato wieloma
bardzo interesujacymi wynikami, ktére by¢é moze znajdq praktyczne zasto-
sowanie w procesach biotechnologicznych zwigzanych z wykorzystaniem bio-
masy roslinnej celem otrzymywania cennego alkoholu etylowego.

3. Ocena pracy pod wzgledem merytorycznym

Z obowiazku recenzenta powinienem wskaza¢ jakie$ niescistosci, nie-
kompletne tezy, czy tez inne niejasnosci w ocenianej rozprawie doktorskiej,
jednak nie znajduj¢ fragmentow, ktére wymagatyby dodatkowych wyjasnien.

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowang czgs¢
wstepna-przegladowa, w ktorej autorka opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
wy w tej dziedzinie, dajac wyraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiagnieciach badawczych nad rolag i znaczeniem drobnoustrojow w tym
niektorych gatunkéw bakterii i drozdzy w produkcji réznych alkoholi, ktére
mozna by wykorzystaé, jako biopaliwa. Szczegélowo analizuje rézne techno-



logie stosowane na $wiecie i ocenia kazda z nich w kontekscie wykorzystania
ich w Polskich warunkach.

Gléwnym celem wykonanej pracy doktorskiej byly badania genetyczne
nad modyfikacja drozdzy, zmierzajace do otrzymania nowych efektywnych
szczepow drozdzy, ktére konstruowane nowoczesnymi metodami inzynierii
genetycznej bylyby zdolne do biokonwersji biomasy ligninocelulozowej zawie-
rajacej duze ilosci ksylozy do etanolu. Zamierzony cel osiagnigto poprzez kon-
struowanie nowych szczepéw Hansenula polymorpha wykorzystujac do tego
celu wiele szczepéw dzikich i oznaczonych, plazmidéw, nowoczesne metody
transformacji i ekspresji genoéw, a takze wiele metod biochemicznych pozwa-
lajacych analizowa¢ aktywnos$¢ skonstruowanych nowych szczepdéw drozdzy z
nadekspresja gendow kodujacych wazne cechy metaboliczne.

W wyniku przeprowadzonych badan genetycznych, biochemicznych, i
mikrobiologicznych Doktorantka uzyskata wyniki, ktore wiaza si¢ z badaniami
regulacji metabolizmu i fermentacji ksylozy u termotolerancyjnych drozdzy
Hansenula polymorpha, ktére uzyskano na drodze inzynierii metabolicznej i
klasycznej selekcji, zdolnych do jednoczesnego scukrzania i fermentacji hydro-
lizatow lignocelulozy. Szczegolnie interesujace sa wyniki dotyczace m.in.:

1. Konstruowanie szczepow z nadeksprsesja genu kodujacego zmodyfikowang
reduktaze ksylozy XR) oraz genu kodujacego natywng dehydrogenazg
kylitolu,

2. Selekcja szczepoéw z jednoczesng ekspresja genéw kodujacych enzymy XR
oraz XDH wraz z XK raz PDC,

3. Otrzymywanie oraz charakterystyka szczepow nadprodukujacych etanol
opornych na preparat przeciwnowotworowy 3-bromopirogronian,

4. 1zolacja genu CAT8,

5. Konstruowanie plazmidu delecyjnego dla szczepu dzikiego NCYC 495 H
polymorpha z kodujacym oporno$¢ na norzeotrycyne,

6. Izolacja mutantéw cat84,

7. Selekcja delecyjnych szczepow cat84 z wykorzystaniem najlepszego
dotychczas uzyskanego producenta etanolu z ksylozy,

8. Badania wzrostu deletantoéw na fermentowalnych oraz nie fermentowalnych
podtozach,

9. Oznaczanie stezenia etanolu oraz innych metabolitow fermentacji alko-
holowej,

10. Analiza oddychania komoérek za pomocg elektrody tlenowe;,

11. Analiza qRT -PCR deletantéw w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi,
12. Analiza aktywnos$ci enzymatycznej deletantow i szczepow rodzicielskich.

Przeprowadzone badania sg bardzo wazne pod wzglgdem naukowym i nie
budza zadnych zastrzezen natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo
ciekawe wnosza one nowe elementy poznawcze do fizjologii drozdzy i ich



aktywnosci w procesie fermentacji materiatu lignocelulozowego. Uzyskane
wyniki wyraznie wskazuja, ze czynniki genetyczne maja istotny wplyw na
proces biokonwersji ksylozy przez drozdze Hansenula polymorpha, przebiega-
jacy w warunkach podwyzszonej temperatury..

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan autorka wycia-
gnela wnioski, ktére sprecyzowane sg bardzo rzeczowo i konkretnie. Do
najwazniejszych wnioskéw Doktorantki nalezy zaliczy¢ te, w ktérych stwierdza,
ze najwazniejszymi czynnikami decydujacymi o produkcji etanolu z hydroliza-
tow lignocelulozy sg geny XYL1, XYL2 i XYL3 oraz czynniki srodowiskowe, w
tym temperatura, w ktérych wykazata, ze:

1. Nadekspresja genu XYL/ kodujacego zmodyfikowang reduktaze ksylozy
oraz natywnych genéow XYL2 (kodujacego dehydrogenazg ksylitolu) oraz
XYL3 (kodujacego kinaze ksylulozy) na tle szczepu 2EtOH- zwigkszyta
wydajnos¢ produkcji etanolu z ksylozy.

2. Mutanty oporne na przeciwnowotworowy S$rodek, 3-bromopirogronian
izolowane ze szczepu z nadekspresjq genow XYLIm, XYL2 oraz XYL3
wykazywaly dalszy wzrost produkcji etanolu z ksylozy.

3. Delecja genu H. polymorpha, ortologa genu drozdzy S. cerevisiae CATS,
kodujacego aktywator transkrypcji genéw glukoneogenezy, spowodowala
uszkodzenie wzrostu deletandw na etanolu, glicerynie i ksylozie. Dodat-
kowo byla ona przyczyna zmniejszenia aktywnosci oddychania komor-
kowego, a takze zwigkszenia wzglednego poziomu ekspresje genow oraz
aktywnosci pewnych enzymoéw uczestniczacych w metabolizmie ksylozy.

4. Deletanty cat84 izolowane z najlepszego dotychczasowego producenta
etanolu z ksylozy wykazywaty dalsze ulepszenie parametréw syntezy
etanolu z tej pentozy. Wydajnos¢ syntezy etanolu wynosila 0,34 g
etanolu/g ksylozy, a produktywnos¢ syntezy etanolu - 0,205 g/L/h w
temperaturze 45°C co sprawia, ze uzyskane szczepy sq jednymi z najbar-
dziej wydajnych producentéw etanolu z ksylozy w podwyzszonych tempe-
raturach. Dodatkowo, co wazne, deletanty te nie gromadzity w podiozu z
ksyloza ksylitolu.

Z obowiazku recenzenta powyzszej rozprawy doktorskiej, zgtaszam nastg-
pujace uwagi oraz prosze o doktadniejsza informacj¢ w sprawie:

1. Co Pani rozumie pod pojeciem — ,,Alternatywne Zrédta energii”?

2. W wielu miejscach uzywa Pani okreslenia pigciocukrow, szescio-
cukrow, a w innych heksozy i pentozy, powinno to by¢ ujednolicone.
Przyjeto sie uzywa¢ w nomenklaturze naukowej okreslen — pentozy i
heksozy.

3. Prosze omowi¢ proces SSF (Simulatenous Saccharification and Fer-
mentation).



Prosze¢ wyjasnié, co to sg paliwa pierwszej, drugiej i trzeciej generacji?

Jak wyglada produkcja etanolu na swiecie?

Zalety i wady wodoru, jako przesztosciowego uniwersalnego paliwa.

Jak to z tym etanolem byto? Kto odkryt metode jego otrzymywania?

Jakie geny odpowiedzialne sg za produkcje etanolu u bakterii a jakie u

drozdzy? Czy szlaki metabolizmu sa podobne?

9. Prosz¢ oméwi¢ glowne =zalety: inzynierii genetycznej, inzynierii
metabolicznej i inzynierii ewolucyjnej oraz jak je nalezy stosowac?

10. Prosz¢ omowi¢ gtowne etapy tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) i
w jaki celu jej si¢ uzywa?

11. Niepotrzebnie w tekscie szczegbtowo opisywata Pani metody ozna-

czania aktywnosci poszczegolnych enzyméw (rozdziaty 7.8.2. — 7.8.8),

sa to metody doktadnie opisane w réznych publikacjach i przewodni-

kach, mozna to bylo pominaé, powotujac sie¢ tylko na zrodto.

it Rl

Moje uwagi - nie majg charakteru krytycznego i oczywiscie nie wptywaja
W najmniejszym stopniu na warto$¢ naukowa pracy, a sa jedynie pytaniami i
uwagami w dyskusji oraz powinny stuzy¢ lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

4. Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest bardzo obszernie, ale doktadnie, precyzyjnie i tres-
ciwie, stad przedstawiong rozprawe p. mgr Justyny Ruchaly oceniam bardzo
wysoko. Uzyskane w Jej pracy wyniki wzbogacaja nasza wiedze z zakresu
mikrobiologii i proceséw fermentacyjnych przeprowadzane przez drozdze
Hansenula polymorpha wykorzystywanych do produkcji etanolu. Gromadzenie
tego rodzaju faktow jest szczegdlnie cenne w obecnym czasie, kiedy obserwu-
jemy gwalttowne zapotrzebowanie na nowe zrodta energii. Nalezy podkreslié, ze
praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem formalnym, stylistycznym i
jezykowym oraz nie budzi zastrzezen natury naukowej. Na uwage zastuguje
poprawny styl i jezyk polski. Na specjalna pochwate zastuguje sama redakcja
pracy, ktéra wykonano bardzo estetycznie i wyjatkowo starannie, co dodatkowo
swiadczy o wszechstronnych uzdolnieniach Doktorantki.

5. Wniosek koncowy

Biorac pod uwage powyzsze dane dotyczace oceny formalnej, metodycz-
nej i merytorycznej pracy doktorskiej pani mgr Justyny Ruchaty, pt.:

~Konstruowanie szczepéw drozdzy Hansenula polymorpha
z ulepszonymi charakterystykami alkoholowej fermentacji ksylozy”



stwierdzam, ze powyzsza rozprawa stanowi niewatpliwie oryginalne i cenne
osiggnigcie naukowe doktorantki w zakresie mikrobiologii i biotechnologii.
Wykazata w prezentowanej pracy umiejetnosé organizacji i samodzielnej reali-
zacji badan. Duza znajomos¢ literatury przedmiotu, opanowanie techniki badaw-
czej z zakresu mikrobiologii i analityki - wskazujq na dobre przygotowanie
doktorantki do pracy naukowej. Powyzsza praca powinna by¢ opublikowana.

W swietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w
tytutem wykonana przez p. mgr Justyne Ruchala z Katedry Biotechnologii i
Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod kierunkiem p. prof. dr hab.
Andrzeja Sybirnego w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Wydzialu Biologiczno-Rolniczego UR w_Rzeszowie o dopuszczenie mgr
Justyny Ruchaly do dalszych etapéw postepowania przewodu doktorskiego.

Z uwagi na znaczenie naukowe tematu, duzy wkiad pracy wilasnej w
badaniach oraz sposob przedstawienia wynikow, ich opracowanie i omdéwienie
stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego UR w
Rzeszowie o wyroznienie powyzszej rozprawy doktorskiej p. mgr Justyny
Ruchaly - stosowng nagroda (Nagroda Dziekana, Nagroda Rektorg lub
Nagroda Ministra).
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