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» Biatka AFP z psychrofilnych drozdzy z rodzaju Glaciozyma i ich potencjat
biotechnologiczny”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Anety Biatkowskiej, prof. uczelni,
na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki todzkiej

Recenzje wykonano na podstawie pisma Dziekan Wydziatu Biotechnologii i Nauk o
Zywnosci Politechniki toédzkiej dr. hab. inz. Edyty Gendaszewskiej-Darmach, prof.
uczelni z dnia 29.05.2025r., zgodnie z Uchwatg Rady dyscypliny technologia
zywnoéci i zywienia Politechniki Lédzkiej z dnia 13.05.2025 roku.

Sylwetka kandydatki

Pani Edyta Majewska urodzita sie 15 sierpnia 1991 r. w Tomaszowie Mazowieckim.
W 2015 roku ukonczyta studia magisterskie na kierunku biotechnologia Politechniki
todzkiej, specjalnos¢ biotechnologia molekularna i biochemia techniczna. Jest
wspotautorkg dwéch prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy
ministerialnej oraz czterech komunikatéw naukowych (w tym dwéch wystgpien ustnych).
Informacja czy Kandydatka ubiegata sie uprzednio o nadanie stopnia doktora oraz
przebieg pracy naukowo-zawodowej nie sg ujete w recenzji ze wzgledu na brak takich
informacji w przekazanych materiatach.
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Dobéri znaczenie tematyki

Obecnie zidentyfikowano i scharakteryzowano wiele czynnikéw, ktére regulujg
funkcjonowanie organizméw Zzywych, wéréd nich - biatka. Biatka, petnigc jako
podstawowg funkcje odzywcza, mogg byé Zrédtem aminokwasdw oraz fragmentow o
aktywnosci biologicznej. Oprécz tego petnig one funkcje takie jak np. sterowanie
procesami metabolicznymi organizmu, transport substancji odzywczych czy
stymulowanie proliferaciji i réznicowania limfocytéw. Wykorzystywane sg w technologii
zywnosci jako biokatalizatory a takze ze wzgledu na swoje wiasciwosci funkcjonalne,
takie jak zdolno$¢ do wigzania wody, emulgowania czy zelowania. Niektére biatka, jaknp.
lizozym, wykazujg dziatanie antybakteryjne i sg stosowane jako naturalne konserwanty.
Obecnie na znaczeniu zyskujg badania w zakresie identyfikacji i wykorzystania biatek
enzymowych z ekstremalnych $rodowisk w celu tworzenia produktéw o wysokiej wartosci
dodanej. Takie ekstremozymy, bedgce efektem przystosowania organizmdéw do np.
niskich lub wysokich temperatur, mogg byé wykorzystane do produkcji nowych,
innowacyjnych produktéw, ktére majg duzg warto$¢ ekonomiczng i uzytkowa. Z kolei
organizmy psychrofilne posiadajg np. biatka obnizajgce temperaturg zamarzania ptynéw
wewngtrzkomadrkowych oraz umozliwiajgce aktywny transport sktadnikéw odzywczych w
niskich temperaturach. Podstawg ich technologicznego wykorzystania jest opracowanie
np. metod efektywnej izolacji genu kodujacego, biosyntezy, oczyszczania/izolowania,
charakterystyki struktury biatka oraz zdefiniowania petnionych funkcji tj. wiasciwosci
biologicznych obok klasycznie okreslanych wtasciwosci fizyko-chemicznych czy
funkcjonalnych.  Potencjalnym  Zrédtem  biatek przeciwzamarzaniowych -
krioprotektantéw mogg byé psychrofilne mikroorganizmy w tym drozdze. Drozdze sg
wyjgtkowo odporne na zimno i tolerujg temperatury nawet do -200 °C. W temperaturze 0
°C niektdre gatunki drozdzy mogag namnazaé sie powoli i powodowaé fermentacje. Bardzo
interesujgcy watek o duzym znaczeniu poznawczym i istotnym potencjale aplikacyjnym,
dotyczgcy opracowania metod wykorzystania biatek przeciwlodowych drozdzy z rodzaju
Glaciozyma w aspekcie ich otrzymywania i charakterystyki stat sig podstawg wykonanego
eksperymentu badawczego przez Panig mgr inz. Edyte Majewska. Stad podjeta przez
Doktorantke tematyka badawcza jest niezwykle ciekawa poznawczo, aktualna, wazna i
potrzebna. Wybor tematyki pracy doktorskiej wpisujgcej sie w trendy naukowe oraz
sposoOb jej realizacji uwazam za interesujgce, majgce wartosciowy charakter nowosci
naukowej i aplikacyjnej. Problem ten jest umiejscowiony w naukach rolniczych i moze byc
podstawg opracowania dysertacji na stopien naukowy doktora nauk rolniczych w
dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona przez mgr inz. Majewskg do recenzji dysertacja zatytutowana
»Biatka AFP z psychrofilnych drozdzy z rodzaju Glaciozyma i ich potencjat



biotechnologiczny” spetnia wymagania formalne stawiane tego rodzaju opracowaniom
przedktadanym w postepowaniu na stopied naukowy doktora, tzn. ma charakter
eksperymentalny i zawiera wszystkie niezbedne rozdziaty utozone w typowej sekwencji.
Przedmiotem recenzji jest 167 stronnicowe opracowanie, wykonane w oparciu o wyniki
badan Autorki. Rozprawa, rozpoczynajgca sie streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim ma strukture typowa dla tego rodzaju opracowan i zawiera 7 rozdziatéw wraz z
podrozdziatami: przeglad literatury, opis celu i zakresu pracy, charakterystyke uzytych
materiatow oraz metod analitycznych i badawczych, oméwienie wynikow i ich dyskusje,
whnioski i wykaz pismiennictwa. Dodatkowo umieszczono wykaz dorobku naukowego
Doktorantki. Cato$¢ zawiera 50 rysunkdw, 7 tabel, oraz 270 pozycji literaturowych.
Przedstawione ilustracje i tabele cechuje dobry poziom graficznego opracowania tzn. sg
przejrzyste i tatwe w interpretacji. Uzupetnienie pracy o wykaz stosowanych skrétow,
umozliwitby czytelnikowi sprawniejsze poruszanie sie po tekscie rozprawy. Powyzszy
sposoéb prezentacji wynikow pracy jestwtasciwy i spetnia formalne wymagania ustawowe
dotyczgce przedstawienia osiggniecia w przewodzie doktorskim. Praca stanowi zwartg
catosC. Zostata napisana poprawnie pod wzgledem formy jezykowej i dobrze
zilustrowana. Drobne btedy stylistyczne jak np. mate aminokwasy czy np. brak cytowania
rysunku 1.5 lub np. wymienne stosowanie okreslenia préba i probka zaznaczytam w
egzemplarzu pracy do oceny.

Ocena merytoryczna rozprawy

Po zapoznaniu sie z trescig pracy stwierdzam, ze tytut dysertacji cho¢ zostat
sformutowany w spos6b poprawny i zwiezty to nie w petni adekwatnie do jej tresci. Byé
moze nie wybrzmiaty w sposéb wystarczajgcy aspekty wtasciwosci krioprotekeyjnych
badanych biatek. Zastrzezen nie budzg streszczenia, zaréwno wersja w j. polskim jak i
wersja w j. angielskim, gdzie Doktorantka, wskazujgc na ograniczong liczbe
eksperymentow dotyczgcych izolowania i charakterystyki biatek przeciwlodowych z
psychrofilnych drozdzy uzasadnia cel badar jakim byto wytypowanie biatek o
wtasciwosciach krioprotekeyjnych sposréd psychrofilnych i psychrotrofowych drozdzy z
kolekeji Instytutu Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej Politechniki Lédzkiej.
Jednakze zaproponowany cel pracy nie zawiera odniesienia do zawartego w tytule pracy
aspektu aplikacji o charakterze technologicznym.

W czesci pracy dotyczagcej uzasadnienia podjetej tematyki badawczej Autorka
dokonuje analizy zagadnienia w $wietle literatury (42 strony) oraz w ciekawy sposéb
zapoznaje i wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji. Pani Magister w prawidtowy
sposob, korzystajgc z wtasciwie dobranych zrédet, wprowadza w przedmiot swoich
badan ukazujgc ich zasadno$é. Ta cze$é pracy zostata opracowana, na podstawie trafnie
dobranej bibliografii, zacytowanej w sposéb prawidtowy, wskazujgc na wnikliwos$é p. mgr
Majewskiej. Dobdr poszczegdlnych pozycji jest odpowiedni i obejmuje spis
najwazniejszej literatury z zakresu przedmiotu badan z ostatnich lat, wskazujgc na



rozeznanie tematyki, co potwierdza wktad pracy Doktorantki i przygotowanie sie do
podjecia przedmiotowych badari. Dobér merytoryczny #rédet oraz sposob ich
wykorzystania uwazam za prawidtowy. Tak opracowana czgsc pracy spetnia swojg funkcje
w aspekcie nakreslenia stanu wiedzy i badan odnosnie probleméw badawczych
podejmowanych w rozprawie. Analiza tekstow zrédtowych pozwolita na podsumowanie
zawierajgce stwierdzenie o matej liczbie doniesier naukowych dotyczgcych biatek
wigzacych sig do lodu pochodzacych z drozdzy czy grzybdw strzepkowych w poréwnaniu
do ich homologéw izolowanych z innych organizméw psychrofilnych w aspekcie ich
potencjalnych zastosowan w przemysle spozywczym oraz np. do krioprezerwacji
komérek i tkanek.

Tak zdefiniowane wnioski z podsumowania stanu wiedzy staty sig bazg do
sformutowania zatozen badawczych w ocenianej pracy tj. zakresu badan, ktéry mozna do
pewnego stopnia uznac za tozsamy z celami szczegétowymi pracy. Obejmowat on: (i)
optymalizacje warunkéw hodowli wyselekcjonowanego szczepu w aspekcie wydajnosci
biosyntezy; (ii) oczyszczanie biatka wraz z okresleniem jego aktywnosci inhibicji
rekrystalizacji lodu; (iii) izolacje genu kodujgcego docelowe biatko pochodzgce z drozdzy
z rodzaju Glaciozyma martinii; (iv) synteze genu AFP z Glaciozyma antarctica; (v)
ekspresje syntetycznego genu AFP w mezofilnym gospodarzu Pichia pastoris; (vi)
charakterystyke wtasciwosci otrzymanego rekombinowanego biatka w aspekcie
okreslenia aktywno$ci inhibicji rekrystalizacji lodu wraz ze wskazaniem mozliwosci
zastosowania w przemysle spozywczym, oceng cytotoksycznosci biatka, oceng
odpowiedzi prozapalnej oraz przedstawieniem modelu struktury 3D rekombinowanego
biatka. Nalezy podkresli¢, ze cel pracy zostat dosé jednoznacznie uwypuklony i znajduje
uzasadnienie we wczeéniej przedstawionym przegladzie piSmiennictwa. Postawiony
zakres zadan badawczych jest poznawczy z aspektami aplikacyjnymi oraz nowatorski co
w petni uzasadniato podjecie badan. Mam jednak uwageg dotyczgcag koniecznosci
doprecyzowania hipotezy/hipotez badawczej/badawczych w aspekcie ich weryfikacji
oraz sformutowania odpowiedzi na pytania badawcze ze wskazaniem elementéw
nowosci naukowej w kontekscie prezentowa nej dyscypliny naukowe;j.

Metodyka pracy (32 strony) jest dobrze przemyslana i wtasciwie merytorycznie
dobrana. Wyréznia sie nowoczesnosécig szeregu metod jak np. metoda chromatografii
powinowactwa do lodu wykorzystana podczas oczyszczania biatek AFP (tutaj w oparciu o
dane literaturowe Doktorantka samodzielnie zaprojektowata odpowiednig aparature),
metoda skaningowej kalorymetrii réznicowej, metoda PCR do identyfikacji
taksonomicznej psychrofilnych drozdzy, klonowanie i ekspresja genu afp Glaciozyma
antarctica, oznaczanie cytotoksyczno$ci biatka GaAFP w hodowlach linii komorkowych
Caco-2 i HT-29 czy metoda modelowania homologicznego z uzyciem programu SWISS-
MODEL. Materiat biologiczny stanowity szczepy drozdzy nalezgce do kolekcji Instytutu
Biotechnologii Molekularnej i Przemystowe] Politechniki toédzkiej. Do petnego opisu



zabrakto m.in. informacji nt. numeréw katalogowych zastosowanych odczynnikéow
chemicznych, odnos$nikéw literaturowych do niektérych zastosowanych metod
analitycznych lub informacji o modyfikacji wtasnej albo teZ opracowaniu witasnym,
zastosowania w kazdym przypadku jednostek uktadu SlI, uzasadnienia dla wyboru
wartosci dtugodci fali podczas selekcji frakcji przeznaczonych do analizy SDS-PAGE lub
umieszczenia daty dostepu do stosownych baz danych i algorytméw czy podania czasu
trwania rozmrazania. Przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty zostaty
zaplanowane w sposéb logiczny a ich realizacja i przebieg sg przystepnie opisane.
Prawidtowo dobrana metodyka zapewniata kompleksowe podejscie do analizowane;j
problematyki badawczej zas dobrze ustawiony warsztat badawczy umozliwiat osiggniecie
celéw badawczych. W konsekwencji opracowanie Sposobu postepowania metodycznego
umozliwito osiggniecie celu badan jakim byto otrzymanie rekombinowanego biatka
przeciwzamarzaniowego (AFP) wraz z badaniem potencjatu biotechnologicznego w
aspekcie mozliwos$ci zastosowania jako krioprotektanta w procesie mrozenia owocow i
warzyw.

Czytajgc tg cze$¢ rozprawy doktorskiej nasuwa sie pytanie, o ustosunkowanie sie
do ktérego prosze Panig mgr inz. Majewskg podczas publicznej obrony rozprawy
doktorskiej: (i) jakie inne sposoby rozmrazania miesa mozna zastosowaé w
przedmiotowym eksperymencie; (ii) jakie inne kryteria niz wyniki z pracy doktorskiej Pani
mgr Marzeny Pazgier Byty/mogty by¢ podstawg do wytypowania szczepu drozdzy o
numerze 186 spos$réod wszystkich szczepdw nalezgcych do  kolekgji Instytutu
Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej Politechniki todzkiej.

W najobszerniejszym (43 str.) rozdziale dysertacji pt. ~Wyniki” Doktorantka w
przystgpny sposob opisata rezultaty poszczegdlnych badan. Podziat na podrozdziaty
nawigzujgce do opisu etapéw badan w rozdziatach Materiaty oraz Metody utatwit analize
wynikow poszczegdlnych eksperymentéw z zastrzezeniem dotyczgcym braku potrzeby
powtdrnego opisu etapéw postepowania metodycznego, jaki jest zastosowany w kilku
akapitach rozdziatu ,Wyniki”. Dyskusje otrzymanych wynikéw przeprowadzonych
eksperymentéw Kandydatka zawarta w rozdziale 6. Kandydatka kolejno przedstawita
wyniki badania biatka przeciwlodowego AFP pochodzgcego z psychrofilnych drozdzy
Glaciozyma martinii 186 (GmAFP) w kontek$cie jego biosyntezy i charakterystyki.
Wdrozona procedura oczyszczania pozwalata wnioskowaé, ze szczep G. martinii jest
potencjalnym producentem biatka AFP. Doktorantka kolejno oznaczyta aktywnoscé
termicznej histerezy natywnego biatka GmAFP, aktywno$¢ inhibicji rekrystalizaciji lodu dia
biatka GmAFP a nastepnie analizowata strukturg mrozonej marchwi z dodatkiem
natywnego biatka GmAFP jako krioprotektanta. Trudnos$ci w izolowaniu genu gmafp
spowodowaty, ze obiektem badai stato si¢ biatko AFP pochodzgce z blisko
spokrewnionych z G. martinii 186 psychrofilnych drozdzy Glaciozyma antarctica P112. W
badaniach Doktorantka skoncentrowata sie na biatku Afp4 w aspekcie klonowania i



ekspresji genu gaafp w drozdzach Saccharomyces cerevisiae, oczyszczania
rekombinowanego biatka GaAFP, klonowania i ekspresji genu gaafp w drozdzach Pichia
pastoris, oczyszczania rekombinowanego biatka GaAFP, oznaczenia aktywnosci inhibicji
rekrystalizacji lodu rekombinowanego biatka GaAFP, analizy strukturalnej mrozonych
warzyw i owocow w obecnosci rekombinowanego GaAFP, aktywnosci metabolicznej
komorek i wydzielaniu tlenku azotu oraz modelowaniu struktury GaAFP w oparciu o
homologiczny szablon. W rozdziale Dyskusja wynikéw (14 str.) Doktorantka w przystepny
i wyczerpujgcy sposéb omdwita rezultaty swoich eksperymentéw poréwnujgc otrzymane
wyniki z danymi literaturowymi oraz usitujgc wyttumaczyé podstawy molekularne
obserwowanych zjawisk. Doktorantka po przeprowadzeniu wyZej opisanych
eksperymentow wykazata, ze obydwa biatka GmAFP oraz GaAFP posiadaja wtasciwosci
krioprotekcyjne i mogg potencjalnie by¢ stosowane w przemysle spozywczym. Podczas
opisu wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw doktorantka nie ustrzegta sie
pewnych niedociggnig¢ np. niejednoznaczne oznaczenia literami a, b, ¢ w rysunku 5.28
czy . angielski zastosowany w rysunku 5.29. Ekspresja biatka GaAFP w drozdzach P.
pastoris GS115, a tym samym zwigkszenie jego ilosci, pozwolita na wykonanie badan
ukazujgeych potencjat biotechnologiczny docelowej czgsteczki. Doktorantka wykazata
przynaleznos¢ badanych drozdzy do gatunku Glaciozyma martinii. Potwierdzita
mozliwo$¢ produkeiji glikozylowanego biatka przeciwzamarzaniowego przez psychrofilne
drozdze G. martini. Mimo braku mozliwosci wyizolowania genu tego biatka Doktorantka
sprawdzita potencjat biotechnologiczny biatek AFP. Po uzyskaniu syntetycznego genu jako
gospodarza ekspresyjnego wybrano drozdze Pichia pastoris co pozwolito udowodnié
potencjat biotechnologiczny biatka GaAFP. Doktorantka kolejno wykazata jego potencjat
inhibicji rekrystalizacji lodu oraz mozliwo$é wykorzystania wtagciwosci krioprotekcyjnych
podczas zamrazania twardych warzyw i migkkich owocéw a takze zmniejszenia stopnia
wycieku wody i zwigkszenia jedrnosci po rozmrozeniu. Dodatkowo Pani Magister
wykazata, Zze biatko GaAFP pozytywnie wptywa na przezywalno$é drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

Tutaj nasuwa sig kolejne pytanie do dyskusji podczas publicznej obrony: (i) jakie
czynniki mogg mie¢ wptyw na obserwowane obecnie trendy w poszukiwaniu nowych
czynnikéw bioaktywnych w aspekcie zastosowarn w zywnosci; (ii) w jakim obszarze
badania zainicjowane przez Doktorantke mogg by¢ kontynuowane ?

Podsumowaniem pracy jest rozdziat 7. Zawarte tam stwierdzenia maja
odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach badar aczkolwiek zastrzezenia w tym aspekcie
budzi stwierdzenie 1 (sklasyfikowane niestusznie jako wniosek) i stwierdzenie 7 dla biatka
GmAFP czy stwierdzenie 1 dla biatka GaAFP (okreslenie wtasciwy dobdr jest
niejednoznaczne). Otrzymane rezultaty potwierdzajg zaréwno poznawczy charakter jak i
potencjat aplikacyjny dysertacji.



Whiosek koncowy

Moje uwagi/pytania zawarte w recenzji majg gtéwnie charakter komentarzy i
sugestii odnosnie ewentualnych dalszych analiz bogatego materiatu zgromadzonego w
ramach pracy. Reasumujgc, dysertacje oceniam wysoko, doceniam jej oryginalnosé, trud
wniesionej pracy, dociekliwo$é, konsekwencje, prawidiowo zaplanowang czeéé
metodyczng, merytoryczng dyskusje odniesiong do wynikow innych autoréw, prawidtowe
wnioskowanie oraz walory estetyczne. Uwzgledniajgc wymagania stawiane rozprawom
doktorskim nalezy w przypadku dysertacji mgr inz. Edyty Majewskiej stwierdzi¢, ze:
przedstawiona rozprawa doktorska prezentuje wiedze teoretyczng Doktorantki w zakresie
chemii i biotechnologii biatek w tym enzymologii. Doktorantka posiada bardzo dobre
rozeznanie w krajowej i Swiatowej literaturze zwigzanej z prowadzonymi badaniami.
Doktorantka wykazata sie umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Dysertacja mgr inz. E. Majewskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
zdefiniowanego w tytule oraz w celu rozprawy.

Podsumowujgc oceng rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Majewskiej stwierdzam,
ze przedstawiona do oceny dysertacja stanowigc w petni oryginalne i warto$ciowe
rozwigzanie problemu badawczego, spetnia wymagania formalne stawiane pracom
doktorskim, jak réwniez stanowi osiggniecie naukowe odpowiadajgce wymaganiom
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z péZn. zm). Dlatego wnosze do Rady Dyscypliny
Technologia Zywnoéci i Zywienia Politechniki tédzkiej o dopuszczenie Pani mgrinz. Edyty
Majewskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

‘&m@f o wc) o 9



