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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Ewy Kosiorowskiej

pod tytutem
»Badanie zdolnosci fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica do rozkladu

tworzyw sztucznych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Ewy
Kosiorowskiej pt. ,Badanie zdolnosci fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica do
rozktadu tworzyw sztucznych” zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu pod opieka naukowg Pani dr hab. Aleksandry Mironczuk,
prof. uczelni - promotora oraz Pani dr inz. Magdaleny Rakickiej-Pustutki - promotora
pomocniczego. Badania przedstawione w dysertacji byty realizowane w ramach projektu
badawczego finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (OPUS 14 UMO0-2017/ 27/
B/NZ9/02218), w ktérym Pani mgr inz. Katarzyna Kosiorowska petnita role wykonawcy,
natomiast kierownikiem byta Promotorka pracy doktorskiej Pani dr hab. Aleksandra
Mironczuk, prof. uczelni.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswieca sie poszukiwaniu sposobéw
efektywnego unieszkodliwiania odpadéw z polimeréw syntetycznych. Swiadomos¢
narastajgcego problemu sktania do badania mozliwo$ci zastosowania drobnoustrojéw

w celu efektywnej degradacji tworzyw sztucznych. Tematyka przedtozonej do oceny
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rozprawy doktorskiej jest wiec zwigzana z niezwykle wainym zagadnieniem
poszukiwania nowatorskich metod degradacji polimeréw syntetycznych. Problematyka
pracy doktorskiej dotyczy oszacowania zdolnosci zmodyfikowanych genetycznie drozdzy
Yarrowia lipolytica do rozktadu tworzyw sztucznych na przyktadzie poli(e-kaprolaktonu)
(PCL) oraz poli(tereftalanu etylenu) (PET). Biorgc pod uwage powyzsze, realizacja pracy
doktorskiej poszerzyta dotychczasowg wiedze oraz stanowi rozwigzanie oryginalnego
problemu badawczego, a postawiony cel naukowy jest aktualny i mozna go uznac za
odpowiadajgcy poziomowi jakim powinna odznacza¢ sie rozprawa doktorska.

Rozprawe doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Kosiorowskiej stanowi cykl czterech,
spéjnych tematycznie artykutéw opublikowanych w renomowanych czasopismach
naukowych z zakresu Dbiotechnologii, mikrobiologii i ochrony 3$rodowiska,
indeksowanych w bazie Journal Citation Reports tj. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology (1F=6.064; MEiN=100 pkt), International Biodeterioration& Biodegradation
(IF=4.907; MEiN=140 pkt) oraz Science of the Total Environment (2 publikacje; [F=10.753;
MEIN = 200 pkt). Jedna praca to artykut przeglagdowy, natomiast trzy kolejne publikacje
to prace przedstawiajgce oryginalne wyniki eksperymentalne. Publikacje wchodzace
w sktad dysertacji zostaty opatrzone streszczeniem (w jezyku polskim oraz angielskim),
wstepem, zwieztym opisem celu pracy, krotkim opisem stosowanych metod i uzyskanych
wynikéw, podsumowaniem i wnioskami, jak réwniez bibliografia wykorzystang do
przygotowania wyzej wymienionego omdwienia i opisem dorobku naukowego
Doktorantki. Ponadto, do pracy dotgczono os$wiadczenia wspélautoréw publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej opisujgce udzial Doktorantki oraz
wspotautoré6w w powstaniu wyzej wymienionego cyklu publikacji. Z dotgczonych do
dysertacji o$wiadczen wspotautoréw wynika, ze Doktorantka przeprowadzita badania
laboratoryjne, poddala analizie i zwizualizowala uzyskane wyniki oraz napisata
manuskrypty. W mojej ocenie brakuje oddzielnego o§wiadczenia Doktorantki, w ktérym
szczegbtowo scharakteryzowataby zakres prac wykonanych samodzielnie. Z tresci
oéwiadczen przedtozonych przez wspétautoréw nie wynika, ze Pani mgr inz. Katarzyna
Kosiorowska brata udzial w opracowaniu koncepcji i metodyki badan. Ponadto, brakuje
informacji w jakim stopniu Doktorantka opracowata i wykonata poszczegolne etapy pracy
badawczej, ktore analizy wykonata samodzielnie, na ktérych wykresach, rycinach czy tez
tabelach zostaty one zaprezentowane, co najwazniejsze, ktéra cze$¢ przedtozonych do

oceny publikacji zostata napisana samodzielnie przez Doktorantke. Niemniej jednak



chciatabym podkreslié, ze nie mam watpliwosci co do wiodacego wktadu Doktorantki
w powstanie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, jest pierwszym
autorem w trzech pracach eksperymentalnych oraz drugim wiodacym (z rownowaznym
wkiadem z pierwszym autorem) w artykule przegladowym. Publikacje sktadajace sig na
rozprawe doktorska byly poddane wnikliwej analizie i ocenie przez redakcjg czasopism
oraz niezaleznych recenzentéw, a sam fakt opublikowania wskazuje na ich wysoka
wartos¢ naukowa.

Pierwsza publikacja sktadajaca si¢ na rozprawe doktorska zatytutowana ,Current
knowledge on polyethylene terephthalate degradation by genetically modified
microorganisms” stanowi bardzo dobry teoretyczny wstep do przediozonej pracy.
W artykule tym opisano aktualny stan wiedzy zwigzany z procesem degradacji
poli(tetraftalenu etylenu). W pracy tej zaprezentowano skutki nadmiernego
wykorzystania polimeréw syntetycznych dla $rodowiska naturalnego, jak réwniez
szczegbtowo opisano biologiczne metody degradacji PET. Szkoda, Ze nie rozszerzono
tematyki badawczej powyzszej pracy o opis dotychczasowych osiggnigé w zakresie
mozliwoéci wykorzystania drobnoustrojéw do degradacji poli(e-kaprolaktonu), ktéry
réwniez stanowil materiat do badan zaprezentowanych w cyklu publikacji.

Wyniki badan prezentowanych w pracach eksperymentalnych mozna zaliczy¢ do
badari podstawowych, niemniej jednak maja one réwniez wymiar aplikacyjny
z potencjalem do wykorzystania w przyszto$ci w praktyce biotechnologicznej. Dane
przedstawione w tych publikacjach majg charakter nowatorski. Przedtozone do oceny
prace stanowig logiczng calo$¢, ich cele badawcze zostaly jasno sprecyzowane, analiza
otrzymanych wynikéw jest satysfakcjonujgca, a dyskusja zostata przeprowadzona
w sposéb prawidtowy. W publikacji ,Efficient biodegradation of aliphatic polyester by
genetically engineered strains of the yeast Yarrowia lipolytica” Doktorantka
zaprezentowata wyniki aktywnosci degradacyjnej zmodyfikowanych genetycznie
drozdzy Yarrowia lipolytica wobec poli(e-kaprolaktonu). Dowiodta, ze skonstruowane
mutanty byty zdolne do hydrolizowania wigzan estrowych w PCL, aczkolwiek z réinag
efektywnoscia. Ponadto wykazata, ze kutynaza kodowana przez geny pochodzace
z Fusarium solani wykazywata lepszy potencjat w degradacji analizowanego tworzywa
anizeli ta pochodzgca od Trichoderma reesei. Co wazne, zdolno$¢ do ekspresji
wklonowanych genéw zostala potwierdzona przy uzyciu metody qRT-PCR. Niemniej

jednak, nasuwajg sie nastepujace pytania: (1) Dlaczego hodowle, z ktérych pozyskiwano



materiat do weryfikacji ubytku masy folii PCL prowadzono przez 144 h? (2) Czy przed
wykonaniem reakcji real-time PCR Doktorantka sprawdzita skuteczno$¢ zastosowanej
DNazy ? (3) Przy uzyciu jakiej metody obliczono poziom ekspresji badanych genéw?

Celem kolejnej pracy eksperymentalnej pt. ,Metabolic engineering of Yarrowia
lipolytica for poly(ethylene terephthalate) degradation” byto okreslenie zdolno$ci
zmodyfikowanego szczepu Yarrowia lipolytica zawierajacego gen kodujacy kutynaze
pochodzacy z Fusarium solani do rozktadu poli(tereftalanu etylenu). Ponadto,
zweryfikowano wptyw dodatkéw w hodowli takich jak: sole nieorganiczne, oliwa z oliwek
i olej rzepakowy na poziom degradacji PET. Doktorantka wykazata, ze jedynie dodatek
chlorku wapnia istotnie wpltynat na poziom kwasu tereftalowego (TPA) oraz kwasu
mono(2-hydroksyetylo)tereftalowego (MHET). Ponadto, Doktorantka dowiodta, ze wraz
ze zwigkszeniem objetosci roboczej prowadzonych hodowli, stosunek TPA do MHET
zmieniat sig na korzys¢ terminalnego produktu rozpadu PET. Analizie poddano réwniez
folie PET podczas hodowli z badanych szczepem AJD 2 pAD CUT_FS potwierdzajace
widoczne zmiany w strukturze tworzywa $wiadczace o zdolnosci degradacyjnej
zmodyfikowanego szczepu. Stwierdzono, Ze szczep kontrolny nie wykazat zdolnoéci do
uszkodzenia polimeru, zauwazono niewielkie zarysowania, ktére prawdopodobnie
powstaly podczas proceséw produkcji materiatu lub przygotowania folii do doswiadczen.
Niemniej jednak, aby potwierdzi¢ powyzsze przypuszczenie nalezatoby wykonaé analize
probki folii z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego przed ich
umieszczeniem w hodowli.

Cykl publikacji wchodzacych w sktad przedtozonej dysertacji zamyka artykut
~Production of PETase by engineered Yarrowia lipolytica for efficient poly(ethylene
terephthalate) biodegradation” opublikowany w Science of The Total Environment,
w ktérym Doktorantka potwierdzita zdolno§é badanego szczepu Yarrowia lipolytica
zawierajgcego gen kodujgcy PETaze pochodzacy z Ideonella sakaiensis do rozktadu PET.
Ponadto, wykazata, Ze dodatek oliwy z oliwek korzystnie wplynat na wzrost stezenia
uwolnionego TPA, a charakter uszkodzen folii PET po hodowli réznit sie w zaleznosci od
zastosowanej suplementacji podtoza hodowlanego.

W skiad przedioionej rozprawy doktorskiej, oprécz kopii publikacji, wchodzi
46-stronicowy  manuskrypt bedacy autorskim opracowaniem Doktorantki.
W ,Streszczeniu” pojawity sie btedy literowe oraz stylistyczne tj.: ,Proces rozktadu PET

zostat przeprowadzono..” (str. 7), ,..zmodyfikowane szczepy kutynaze..” (str. 8).



W rozdziale ,Wstep” Pani mgr inZ. Katarzyna Kosiorowska przedstawita dotychczasowy
stan wiedzy z zakresu biodegradacji tworzyw sztucznych. Dobér opisanych zagadnien jest
écisle zwiagzany z prezentowanymi wynikami wiasnymi Doktorantki. Pozycje
literaturowe, ktére cytuje Doktorantka zostaly wybrane w sposéb prawidiowy i opisujg
najnowsze badania naukowe w kontekscie przedstawionego zagadnienia. Jednakze,
w rozdziale tym pojawia sie kilka niescistosci i skrotow my$lowych np.: ,Ostateczne
potwierdzenie faktu spozywania plastiku przez ludzi zostato zdeterminowane...” (str. 13);
,...dobér szczepu bedacego organizmem gospodarza...” (str. 14). Ponadto, Doktorantka
w bardzo oszczedny sposéb opisata kryteria wyboru Yarrowia lipolytica do
przeprowadzenia prac badawczych, co budzi méj niedosyt. Cel gtéwny pracy oraz cele
szczegbtowe s3 zrozumiate. Rozdziat ,Materialy i metody” zostal opisany w sposéb
szczegotowy, jednakze pojawia sig liczne bledy np.: ,Inokulum Y. lipolytica podioza...
(str. 18); ,....krzywe wzrostu szczepow drozdzowych hodowano...” (str. 18); ,Testy stref
przejaénienn przeprowadzone w Publikacji 1.." (str. 18) - Publikacja 1 to praca
przegladowa; ,...zgodnie z protokotem metody chemicznej ... opisanego wczesniej...” (str.
19). Ponadto, po przeczytaniu powyzszego rozdziatu nasunely mi sie¢ nastgpujace
spostrzezenia i pytania: (1) Skad pochodzit dziki szczep Yarrowia lipolytica ? (2) Dlaczego
jako suplementy zastosowano oliwe z oliwek oraz olej rzepakowy? Jakimi kryteriami
kierowata sie Doktorantka? (3) Nie podano nazwy zastosowanego antypieniacza? Czy
sprawdzono jego wplyw na wzrost badanych drozdzy? Przedstawione powyzsze
spostrzezenia nie umniejszaja wartosci naukowej rozprawy i nie wptywajg na jej oceng.
Opracowanie zamykaja rozdziaty ,Podsumowanie” oraz ,Whioski”, ktére potwierdzaja, ze
postawione cele pracy zostaty zrealizowane i stanowig istotny wkiad w poszerzenie
dotychczasowej wiedzy na temat zdolnosci mikroorganizméw do rozktadu tworzyw
sztucznych.
WNIOSEK KONCOWY

Po zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Ewy
Kosiorowskiej uwazam, ze uzyskane wyniki nalezy uznac za oryginalne i wartoSciowe.
Nalezy podkresli¢, ze otrzymane wyniki stanowig nie tylko warto$¢ poznawcza, ale sa
réwniez podstawa do planowania i prowadzenia dalszych doSwiadczen naukowych.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr inz Katarzyny Ewy Kosiorowskiej pt. ,Badanie zdolnosci

fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica do rozkiadu tworzyw sztucznych” spetnia
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warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajgcym sie
o uzyskanie stopnia naukowego doktora. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z wnioskiem
0 przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Ewy Kosiorowskiej oraz
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapé6w postepowania o nadanie stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Biorgc pod uwage fakt, ze uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w rozwéj badan
nad mozliwoscig zastosowania drobnoustrojéw do degradacji tworzyw sztucznych oraz
zostaty opublikowane w uznanych periodykach naukowych, wnosze o wyréznienie

przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej.
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