Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Przyrodniczych
Instytut Biologii i Biotechnologii
Katedra Biologii

Dr hab. Justyna Ruchata, prof. UR

Doktor habilitowany w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych,
dyscyplinie nauki biologiczne

Profesor nadzwyczajny Uniwersytetu Rzeszowskiego

Rzeszéw, 19/10/2022

Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr inz. Katarzyny Kosiorowskiej

pt. ,Badanie zdolnosci fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica do rozktadu tworzyw
sztucznych”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Ewy
Kosiorowskiej zostata wykonana w Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu pod
kierunkiem Pani dr hab. Aleksandry Mironczuk, prof. uczelni z Wydziatu Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Promotorem pomocniczym byfa Pani
dr inz. Magdalena Rakicka-Pustutka. Wykonane w pracach badania wspétfinansowane byty
z projektu naukowego Opus (Narodowe Centrum Nauki), ktérego kierownikiem byt Promotor

niniejszej pracy.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy waznego, globalnego problemu degradacji tworzyw
sztucznych oraz zaktada zbadanie mozliwosci drozdzy Yarrowia lipolytica do rozktadu tworzyw
sztucznych oraz kolejno zaktada wprowadzenie metody degradacji poliestrow bezposrednio w
hodowli mikroorganizmoéw. Produkcja tworzyw sztucznych z roku na rok rosnie, dlatego w
mojej ocenie poszukiwanie sposobow degradacji oraz recyklingu plastiku, w tym
wykorzystujgcych mikroorganizmy, jest wysoce istotnym problemem naukowym dzisiejszych

czasow.

W tym celu w pierwszej kolejnosci dokonano ekspresji gendw kutynaz z Fusarium solani
i Trochoderma reesei, a takze dokonano nadekspresji natywnej lipazy 2 (YALIOA20350g) w
Y. lipolytica. Nastepnie okreslono zdolnosci uzyskanych szczepdw do rozktadu plastiku
z wykorzystaniem jako substratéw modelowych PCL oraz PET. W kolejnym etapie zbadano
zdolno$¢ drozdzy do wzrostu na produktach degradacji PET. Ostatnim etapem byta ekspresja
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genu kodujacego PETaze pochodzacego z Ideonella sakaiensis wraz z sekwencjg sygnatowa
XPR2 u'Y. lipolytica po optymizacji kodondw oraz kolejno optymizacja procesu degradacji PET.

Na catos¢ pracy sktada sie 10 rozdziatdw gtéwnych. Praca zawiera przy tym streszczenie
w jezyku polskim i jezyku angielskim. Zasadnicza cze$¢ pracy uzupetniona jest o zyciorys
naukowy Doktorantki, cztery publikacje wchodzgace w skfad cyklu stanowigcego podstawe
rozprawy doktorskiej wraz z suplementami, oswiadczeniami wspotautoréw tych publikacji
o ich udziale w przygotowaniu poszczegdlnych artykutéw naukowych.

W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg trzy oryginalne prace naukowe i jedna
przeglgdowa stanowigce tematycznie zwigzany cykl:

1. Urbanek, A.K., Kosiorowska, K.E.t, Mironczuk, A.M., 2021. Current Knowledge on
Polyethylene Terephthalate Degradation by Genetically Modified Microorganisms.
Front. Bioeng. Biotechnol. 9, 1-15.

2. Kosiorowska, K.E., Potomska, X., Wang, G., Borodina, I., Mironczuk, A.M., 2021.
Efficient biodegradation of aliphatic polyester by genetically engineered strains of the
yeast Yarrowia lipolytica. Int. Biodeterior. Biodegrad. 161, 105232.

3. Kosiorowska, K.E., Biniarz, P., Dobrowolski, A., Leluk, K., Mironiczuk, A.M., 2022.
Metabolic engineering of Yarrowia lipolytica for poly(ethylene terephthalate)
degradation. Sci. Total Environ. 831, 154841.

4, Kosiorowska, K.E., Moreno, A.D., Iglesias, R., Leluk, K., Mironczuk, A.M., 2022.
Production of PETase by engineered Yarrowia lipolytica for efficient poly(ethylene
terephthalate) biodegradation. Sci. Total Environ 846, 10 November 2022.

Taka forma pracy doktorskiej, ktorej zasadniczg czes¢ stanowig opublikowane artykuty
naukowe jest dopuszczalna poprzez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn.
zm.). Sumaryczny wspétczynnik wptywu wspomnianych publikacji naukowych to 32,477,
a liczba punktéw MEIN to 640 zgodnie z komunikatem Ministra Edukacji i Nauki z dnia
1 grudnia 2021 r. We wszystkim publikacjach Pani Katarzyna Kosiorowska jest pierwszym
autorem, z czego w pierwszej wchodzacej w sktad tematycznie zwigzanego cyklu jest
rownowaznym pierwszym autorem. We wszystkich czterech publikacjach, zgodnie
z o$wiadczeniami wspodtautoréw, udziat Pani mgr inz. Katarzyny Kosiorowskiej byt znaczacy,
z czego w publikacji przegladowej, co warte podkreslenia, odpowiadata ona za ustalenie
koncepcji oraz planu manuskryptu, co Swiadczy o wysokim stopniu samodzielnosci
Doktorantki.

Pierwszg pracg wigczong jako osiggniecie jest praca przegladowa opublikowana
w Frontiers in Bioengineering and Biotechnology dotyczaca biodegradacji PET przez
genetycznie modyfikowane organizmy, co jest dobrym wstepem do catosci cyklu. Strukture tej
pracy przeglagdowej oceniam na dobrze zaplanowang. We wstepie nakreslono wage problemu
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zanieczyszczenia srodowiska naturalnego przez plastik, w tym zagrozenia wynikajace przez
akumulacje w organizmach mikro- i nano-plastiku poprzez uwalnianie go do srodowiska. Po
wprowadzeniu Autorka opisuje enzymy zaangazowane w degradacje PET, w tym dogtebnie
analizuje modyfikacje tychze enzymdéw w celu zwiekszenia efektywnosci degradacji PET.
Zwienczeniem pracy przegladowej sg perspektywy zastosowania modyfikowanych
mikroorganizméw oraz modyfikowanych biatek do zarzadzania odpadami typu PET.
Ciekawym, a jednoczesnie prawdopodobnym jest konkluzja Autorki, iz w przysztosci by¢ moze
odpady tworzyw sztucznych bedg mogty by¢ wykorzystywane jako tanie podtoza dla wzrostu
genetycznie modyfikowanych mikroorganizmoéw w celu wytworzenia wysokowartosciowych
zwigzkdéw. Biorgc pod uwage wysokg wartos¢ merytoryczng tej pracy przeglagdowej moze by¢
ona rekomendowana naukowcom, ktérzy chcieliby rozpocza¢ badania w kierunku inzynierii
biatek badZ mikroorganizmdw zdolnych do degradacji plastiku. Uwazam, ze w przegladzie zbyt
mato uwagi poswiecono roli lipaz w degradacji tworzyw sztucznych, gtéwnie rozpatrywano
uzycie fuzyjnych enzymow zawierajgcych lipazy, w tym procesie.

Kolejny artykut naukowy, to praca oryginalna opublikowana w czasopismie International
Biodeterioration & Biodegradation, w pracy tej dokonano ekspresji genéw kodujgcych enzymy
kutynazy z Fusarium solani f. sp. pisi oraz Trichoderma reesei pojedynczo lub z nadekspresjg
genu kodujgcego natywng lipaze 2 w odpowiednich szczepach Y. lipolytica. Okazato sie, ze
modyfikowane szczepy wykazywaty aktywnos¢ biodegradacji poliestrow w przedziale pH
pomiedzy 4 a 9. Przeprowadzono badania bioinformatyczne, ktére miaty na celu analize
filogenetyczng enzymdw uzytych w pracy z innymi a/B-hydrolazami wykazujagc homologie
biatka lipazy 2 z Y. lipolytica (AFH77825) z PETazg z Ideonella sakaiensis (6EQD_A), podczas gdy
kutynaza z T. reesei (ETS02914) wykazywata homologie (53,49 % identycznosci) z kutynazg
z Monilinia fructicola (AAZ95012) natomiast kutynaza z F. solani (AAA33334) okazata sie by¢
blisko spokrewniona (55,33 % identycznosci) z kutynaza z Humicola insolens (40YY_A).
Nastepnie przeprowadzono badanie RT-PCR ktéry wykazat, iz wytworzone w trakcie badan
szczepy zdolne byty do ekspresji wprowadzonych do nich genéw. Tu nasuwa sie moje pytanie
czy nie bardziej miarodajnym badaniem bytoby oznaczenie aktywnosci enzymatycznej?
Uwazam, ze praca wzbogacitaby sie w przypadku eksperymentalnego oznaczania
odpowiednich aktywnosci enzymatycznych. Podobnie jak w artykule przeglagdowym, zbyt
krotko uzasadniono role witasnej lipazy w biodegradacji PET. Gtéwnym osiggnieciem niniejszej
pracy byto otrzymanie szczepéw zdolnych do jednoczesnej ekspresji genu kodujacego
heterologiczng kutynaze oraz natywng lipaze 2 w drozdzach Y. lipolityca oraz potwierdzenie
zdolnosci tych otrzymanych szczepdw do wydajnej degradacji poliestru, potwierdzono
rowniez, ze wydzielane przez szczepy enzymy zdolne sg do degradacji PCL w ciggu szesciu dni
hodowli.

Kolejne moje pytanie, powszechnie wiadomo, ze drozdze Y. lipolityka zdolne sg do
aktywnej sekrecji produkowanych biatek, czy zdaniem Autorki sekrecje produkowanych
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heterogenicznych biatek kutynaz nalezatoby zwiekszy¢?
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Nastepna oryginalna praca poswiecona zostata skalowaniu procesu degradacji PET
z wykorzystaniem skonstruowanych we wczesniejszej publikacji modyfikowanych szczepow
drozdzy Y. lipolityca. W pracy opisano oraz optymalizowano metode bezposredniej degradacji
PET w hodowli zmodyfikowanych drozdzy Y. lipolityca zdolnych do pozakomdérkowej produkcji
kutynazy z F. soloni. Ponadto zbadano efekt dodawania suplementdéw takich jak sole
nieorganiczne, oliwa z oliwek i olej rzepakowy w celu zwiekszenia efektywnosci degradacji
PET. Gtdwnym osiggnieciem publikacji jest potwierdzenie zdolnosci do degradacji PET przez
modyfikowane szczepy drozdzy Y. lipolityca. Ponadto co bardzo ciekawe, udowodniono,
poprzez przeprowadzenie hodowli w réznych skalach laboratoryjnych, ze stosunek produktéw
degradacji PET, tj. MHET i TPA jest zalezy od stosowane] objetosci roboczej prowadzonego
procesu na korzy$é powstawania MHET w wiekszych objetosciach roboczych. Czy zatem
istnieje naukowe wyjasnienie tego fenomenu?

Celem ostatniej publikacja naukowej, ktérg wigczono w prace doktorskg byta ekspresja
genu kodujgcego enzym PETaze z bakterii Ideonella sakaiensis. Badania przeprowadzone
W nieniejszej pracy udowodnity réwniez, ze zmodyfikowane drozdze Y. lipolityca zdolne sg do
degradacji PET w hodowli bezposredniej, a takze, ze suplementacja oliwg z oliwek w stezeniu
1% znaczgco poprawia efektywnos$é hydrolizy PET. Dodatkowo ujawniono réwniez, dzieki
przeprowadzanym badaniom, ze sktad podtoza istotnie wptywa na szybkos¢ degradacji PET
o czym Swiadczy fakt, ze obecnos¢ soli istotnie spowalnia ten proces. Co zdaniem Doktorantki
jest przyczyng tego zjawiska? Dodatkowo istotnym osiggnieciem tej pracy jest wykazanie, iz
w przeciwienstwie do innych produktéw degradacji PET, Y. lipolityca nie jest zdolna do
asymilowania TPA, chociaz literatura naukowa donosi, ze drozdze sg do tego zdolne. Czym
zatem Doktorantka moze wyjasni¢ rozbieznos¢ otrzymanych w niniejszej pracy wynikow
badan w poréwnaniu z literaturg naukowg?

Whnioski pracy przytoczone s na stronie 37, odpowiadajg one tresci wyzej
wymienionych publikacji naukowych.

Wszelkie moje uwagi nie wptywajg jednak na poziom naukowy i merytoryczny
przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej, a sg jedynie sugestiami Recenzenta lub
zwykta dociekliwoscig naukowa.

Istotnym jest, iz Doktorantka moze pochwali¢ sie uczestnictwem w wykonywaniu
4 projektéw naukowych, z ktérych dwa finansowane byty przez Narodowe Centrum Nauki,
a pozostate dwa pozwolity jej na zrealizowanie dwéch stazy zagranicznych w Madrycie
(Hiszpania), ktore miaty bezposredni wptyw na powstanie niniejszej rozprawy doktorskiej,
gdyz ich gtéwnym tematem byta wstepna obrdbka plastiku w celu zwiekszenia zdolnosci do
jego degradacji przez modyfikowane drozdze Y. lipolytica oraz optymizacja warunkéw hodowli
w celu efektywnej degradacji plastiku. Swiadczy to o checi wzbogacania swojego warsztatu
metodycznego oraz o procesjonalnym podejsciu do tematu swojej pracy doktorskiej poprzez

Strona 4‘

korzystanie z wiedze ekspertéw spoza swojego Srodowiska uniwersyteckiego.
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Recenzowana przeze mnie praca doktorska mgr inz. Katarzyny Kosiorowskiej wykonana
jest z zachowaniem witasciwej metodologii badan biologicznych, uwazam, ze temat pracy jest
wysoce istotny, a przy tym bardzo innowacyjny. Na uwage zastuguje ogromny wachlarz
metodyczny, co wskazuje na szerokie podejscie badawcze oraz Swiadczy o wysokich
kompetencjach naukowych Doktorantki. Wyniki otrzymane w toku wykonywania pracy majg
ponadto wysoce aplikacyjny potencjat, co mam nadzieje, ze bedzie mie¢ odzwierciedlenie w
przysztych planach dotyczacych rozwoju tej tematyki badawcze;.

Stwierdzam zatem, Zze przestawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz.
Katarzyny Ewy Kosiorowskiej pt. ,Badanie zdolnosci fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica
do rozktadu tworzyw sztucznych” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.). Na tej
podstawie wnosze do Wysokiej Rady Woydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc po uwage wysoki poziom niniejszej rozprawy doktorskiej zwracam sie
do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Kosiorowskiej
stosownym wyrdznieniem przyjetym w Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu.

-
Rzeszdéw, 19.10.2022 r. J/@éd%&é&b
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